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Guanidosduren und Guanidopeptide. 
Von 


J. Kapfhammer und Hellmut Miiller. 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitét Freiburg i. Br.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Miirz 1934.) 


Chemische Angriffspunkte, die der Ermittlung des EiweiBaufbaues 
dienen kénnen, bieten u.a. die freien Amino- und Iminogruppen. Es ist 
aus dem Schrifttum geniigend bekannt, daB bisher Versuche zur quantitativen 
Bestimmung und zur qualitativen Festlegung dieser Gruppen nicht zu ein- 
deutigen Ergebnissen gefiihrt haben. Siegfried u. a. versuchten eine Fest- 
legung der Aminogruppe durch Acylierung, Kossel und Edlbacher durch 
Methylierung zu erreichen. Kapfhammer’) lagerte in der gleichen Absicht 
an Gelatine und Casein Cyanamid an, weil er hoffte, nach der Hydrolyse neue 
einheitliche Stoffe — a-Guanidosiuren — isolieren zu kénnen. Es zeigte 
sich aber, daB ohne die Kenntnis der Eigenschaften solcher guanidierter 
EiweiBbausteine diese Bemiihung in priparativer Hinsicht erfolglos war. 

Weiteren Versuchen am Eiwei8 in dieser Richtung hatte daher sinn- 
gemiB die Erforschung der Eigenschaften synthetisch dargestellter Guanidin- 
abkémmlinge vorauszugehen, die durch eine Guanidierung von e-Aminosduren 
und Peptiden zugiinglich gemacht werden sollten. Voraussetzung fiir die 
spitere Anwendbarkeit einer Guanidierung auf EiweiB war, da8 einmal die 
Schwerléslichkeit und das gute Krystallisationsvermégen bisher bekannter 
Guanidosiuren sich als eine allgemeine Eigenschaft guanidierter Eiweib- 
spaltstiicke erwiesen, zum anderen, daB die Guanidierung starke primiire 
Verinderungen am Eiwei8molekiil ausschlo8. Die Hydrolysebestindigkeit 
der Guanidogruppe gegen Siure wiirde dann erlauden, im Eiwei8—-Hydrolysat 
Guanidosiuren neben Aminosiiuren nachzuweisen. Damit lieBe sich fest- 
stellen, ob neben Lysin auch andere Amino- oder Iminosiuren im EiweiB- 
verbande freie basische Gruppen tragen. 


Das Ziel der vorliegenden Arbeit war ein doppeltes: 1. Die 
Gruppe der wenigen, aus Aminosiuren hergestellten Guanidosiuren 
sollte durch die Guanidierung einfacher KiweiBbausteine erweitert 
werden. 2. Als Beispiele fiir eine ,schonende“ KiweiBguanidierung 
sollten einfache synthetisch bereitete Dipeptide verwandt werden. 
AuBerdem war die Darstellung solcher Guanidopeptide insofern 
von biologischem Interesse, als diese Stoffe fiir fermentative 
Spaltungen an Peptiden verwendet werden sollen. 
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Kine Priifung bisher bekannter Guanidierungsverfahren auf 
ihre Anwendbarkeit auf Peptide hat der eine von uns (M.) in seiner 
Dissertation ausfiihrlich beschrieben. Das ilteste Guanidierungs- 
verfahren, die Cyanamidanlagerung nach Strecker’), war von 
Clementi*’) zur Darstellung des Guanido-acetyl-glycin heran- 
gezogen worden; Fujinami*) hatte mit diesem Verfahren ein 
Guanidopepton dargestellt. Zusammenfassend kann hier gesagt 
werden, daB die Cyanamidanlagerung an Aminosiuren und Peptide 
in priparativer Hinsicht wenig befriedigt. Wir haben allein Guanido- 
acetyl-alanin auf diese Weise in geringer Ausbeute hergestellt. 
Ausgezeichnet bewiihrte sich das Cyanamidverfahren nur bei den 
alkoholléslichen Iminosiuren, Proliu und Oxyprolin, da hier giinstige 
Léslichkeitsverhiltnisse eine Zuriickdringung der nachteiligen 
Polymerisation des Cyanamids in alkoholischer Lisung erlauben. 

Von H. Miiller®) wurde die Anwendbarkeit des Guanidierungs- 
verfahrens von Ramsay‘) und des von Nencki und Sieber’) auf 
Aminosiiuren und Peptide gepriift und diese fiir ungeeignet be- 
funden. Traube una Ascher’), spiter Abderhalden und Sickel’), 
stellten die Anhydride von Guanidosiuren aus Aminosiureestern 
und Guanidin her. Fiir uns schied auch dieses Verfahren aus, da 
unser Ziel die Darstellung von Guanidopeptiden war; Abder- 
halden und Sickel teilen mit, dafi ,,Polypeptidester ihre Amino- 
gruppen nicht gegen Guanidin austauschen“. 

Rathke?!*) guanidiert mit Schwefelalkylisothioharnstoffsalzen. 
Dieses Verfahren war von Wheeler und Merrian?!) unter Be- 
nutzung des S-Methylisothioharnstoffjodhydrats angewandt worden, 
King?*) hatte auf die gleiche Weise Kreatin und Alakreatin her- 
gestellt. Spérer}%) benutzte das S-Athylharnstoffbromhydrat, setzte 
durch Natronlauge die Harnstoffbase in Freiheit und lieB diese 
mit der Aminosiiure reagieren. Auer dem schon von Clementi 
dargestellten Guanido-acetyl-glycin ist von Spérer kein weiterer 
guanidierter KiweiBbaustein beschrieben worden. Wir versuchten, 
die Spérersche Vorschrift auf Glycylalanin zu iibertragen, muBten 
aber wie bei anderen in der M.’schen Dissertation beschriebenen 
Verfahren die Aufspaltung der Peptidbindung feststellen, nur 
Guanidoessigsiure konnte aus dem Reaktionsgemisch erhalten 
werden. Versuche, Aminosiuren mit diesem Verfahren zu gua- 
nidieren, zeigten, daB von einer allgemeinen Anwendbarkeit keine 
Rede sein konnte. Dies mag auch der Grund sein, weshalb nur wenige 
a-Guanidosiuren bekannt geworden sind. d-Alanin, d,l-Phenyl- 
alanin, |-Leucin und 1-Tryptophan lieferten nach dieser Vorschrift 
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uf | nur ganz geringe Ausbeuten an Guanidosiure. l-Prolin und 1-Oxy- 
er | prolin konnten auf diese Weise iiberhaupt nicht guanidiert werden; 
S- nur d,l-Valin und 1-Cystin konnten leicht in Guanidosiuren iiber- 
0 gefiihrt werden, letzteres mit so guter Ausbeute, daB es sich er- 
n- iibrigte, fiir diese Aminosiure ein besseres Verfahren zu suchen. 
in | Wurde in dem Rathkeschen Verfahren das Thioharnstoff- 
ot salz statt mit Natronlauge mit Guanidinkarbonat oder Pyridin 
le zerlegt, so trat die Spaltung der Peptidbindung nicht mehr ein 
D- (vgl. Diss, M.). Noch besser war die Anwendung der freien, nach 
It. — Arndt?) hergestellten S-Methylisothioharnstoffbase, die folgende 
n Nachteile der Spérerschen Vorschrift beseitigte: 1. Eine Hydro- 
xe lyse der Siureamidbindung bei Raumtemperatur; 2. den sogen. 
on doppelten Zerfall der Thioharnstoffbase in Merkaptan- und Alkyl- 
n. rhodanid nach Schotte und Mitarbeiter!), der durch Alkali 
= hervorgerufen wird; 3. die Polymerisation des Cyanamids, da 
uf die Anwendung der freien Base eine Umsetzung in alkoholischer 
e- Lésung erméglicht, wihrend nach Baumann”) wiBrige alkalische 
8), Lésungen diese Polymerisation beschleunigen; 4. das Auftreten 
rn von Begleitstoffen (NaCl, NaBr, Chlorhydrate organischer Basen), 
la —| die bei friiheren Versuchen, die Harnstoffbase in der Reaktions- 
r- lésung selbst zu erzeugen, als Lésungsgenossen die Lislichkeit 
o- — der Guanidoverbindungen und ihr Krystallisationsvermégen er- 

heblich beeinfluBten. 
n. - Mit der freien Thioharnstoffbase gliickte die Synthese einer 
e- Reihe- von Guanidosiuren und Guanidopeptiden (vgl. Diss. M.). 
n, Auch diesem Verfahren haftete noch eine Reihe Miingel an. 
r- — Das auftretende widerwirtig riechende Methylmerkaptan machte 
te —} den Aufenthalt im Laboratorium oft fast unertriglich. AuBerdem 
se — krystallisierten guanidierte Stoffe schlecht, weil die Reaktions- 
ti lésungen zur Entfernung des Merkaptans erhitzt werden muBten. 
er Um diese Nachteile zu beheben, ersetzten wir die S-Methyl- 
1, isothioharnstoffbase durch die O-Methylisoharnstoffbase. 
en Mit ihr hatten wir endlich ein ausgezeichnetes Guanidierungs- 
en mittel in der Hand. Diese Base gewahrte nicht nur alle an- 
ur gefiihrten Vorteile, sondern es kam noch hinzu, daB statt des 
el stérenden Merkaptans bei der Umsetzung Methylalkohol entstand, 
a- der als Zwischenstoff nicht stérte, da die Reaktion an sich in 
ne methylalkcholischer Liésung vorgenommen wurde. Somit eriibrigte 
ge sich auch die Erhitzung der Reaktionslisung, es geniigte jetzt, 
yl- die Aminosiure oder das Peptid in der alkoholischen Lisung 
ift der freien Base zu lésen und dann fiir einige Tage im Kis- 


1* 








a i lnc erica ie 


Jin kes nian 


; 
‘ 
i 


4 J. Kapfhammer und Hellmut Miller, 


schrank stehen zu lassen. Unsere Annahme, da8 die Krystalli- 
sationsfahigkeit der Guanidostoffe durch Erhitzung und durch 
Liésungsgenossen stark beeinfluBt war, bestiitigte sich durchaus; 
nach 12 Stunden begann in den meisten Fallen eine freiwillige 
Krystallisation, was friiher kaum je der Fall gewesen war. Es 
gelang uns, mit diesem neuen Verfahren Ausbeuten bis zu 90°/, 
zu erzielen. Sogar die Darstellung der leicht wasserlislichen 
Guanidoglutarsiure gelang jetzt, wihrend es bei Anwendung der 
freien Thioharnstoffbase unméglich gewesen war, die Guanido- 
siure oder ihre Salze in den analysenreinen Zustand iiber- 
zufiihren. 

Da wir glauben, die Guanidierung von Aminosiiuren zu 
einem gewissen Abschlu8 gebracht zu haben, so soll hier unsere 
Ansicht iiber den theoretischen Vorgang kurz erértert werden. 
Die schon angefiihrte Theorie des doppelten Zerfalls der Thio- 
harnstoffather bei Anwesenheit von Alkali von Schotte und Mit- 
arbeitern stimmt auch mit unseren Erfahrungen iiberein. Da es 
uns aber gelungen ist, mit der freien Harnstoffbase Guanidie- 
rungen auszufiihren, die die Anwesenheit von Alkali ausschlieBen, 
so verliert die Annahme eines doppelten Zerfalls jede Bedeutung. 
Wir fanden Arndts Angaben bestiitigt, daB die Harnstoffbase 
nur in Cyanamid und Merkaptan bzw. Methylalkohol zerfillt; 
héchstens spurenweise trat eine Ammoniakentwicklung auf. In 
unseren Umsetzungen reagierte die freie Isoharnstoffbase ohne 
Schwierigkeit mit Aminosiuren in alkoholischer Liésung. Stieg- 
litz!") will eine Einwirkung der freien Isoharnstoffbase auf alko- 
holische Basen nicht beobachtet haben. Nach Knorr?) soll 
nur das Isoharnstoff—Chlorhydrat reaktionsfahig sein. Schenck 
und Kirchhof?}*) erértern die verschiedenen Méglichkeiten des 
Reaktionsverlaufes, die im Schrifttum bekannt geworden sind. 
Unseren Umsetzungen geniigt die von Schenck?) aufgestellte 
Gleichung durchaus: ; 

RO-C(: NH)-NH, + H,N-R’ ——> [RO-C(NH,),NHR] 
— > ROH + H,N-C(: NH)-NHR’. 
Die Harnstoffbase bildet mit der Aminosiure einen alkohol- 
léslichen Zwischenstoff, der sich beim Stehen unter Alkohol- 
abspaltung in die Guanidosiure umwandelt. Die ,,nascierende 
Form“ des Cyanamids scheint uns die Isoharnstoffbase selbst zu 
sein; so wiirde sich zwanglos die geringe Ausbeute mit Cyanamid 
(Strecker), die weit bessere mit der Thioharnstoffbase und die 
beste mit der Isoharnstoffbase erkliiren. Manche Aminosiuren 
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widersetzen sich hartniickig der Uberfiihrung in Guanidos‘uren. 
Uber Zusammenhinge zwischen Aufbau der Aminosiiure (Ketten- 
lange, Verzweigung, Ringe) und einer leichteren oder schwereren 
Guanidierbarkeit kénnen wir nichts aussagen. Wir beschrinken 
uns auf die Mitteilung der Tatsachen, da sich nur wenige 
Aminosiuren (Glykokoll, Cystin) so leicht guanidieren lieBen, dab 
sie schon mit dem friiheren Verfahren in guter Ausbeute erhalten 
wurden. Erst fortschreitende Verbesserung des Verfahrens lieferte 
uns die schwerer guanidierbaren Aminosiiuren (Phenylalanin, 
Leucin, Tryptophan usw.) in guten Ausbeuten. Norleucin mit 
gerader Kohlenstofikette wurde leichter guanidiert als Leucin mit 
verzweigter Kohlenstoffkette, andererseits hatte aber die ver- 
zweigte Kette des Valins keinen nachteiligen EinfluB auf die 
Guanidierung. 


Farbreaktionen der Guanidinabkommlinge. 


Im Schrifttum sind einige qualitative Farbreaktionen fiir 
Guanidinabkémmlinge bekannt. Diejenige von Sakaguchi?) 
beruht darauf, daB man die Lésung des zu untersuchenden 
Guanidinabkémmlings mit «-Naphthol und Natriumhypochlorit*) 
versetzt. Alle Stoffe, welche die Gruppe H,N-C(: NH)NHR ent- 
halten, geben eine Rotfirbung. Poller*’) hat die Angaben 
Sakaguchis bestitigt. Wir verfolgten mit dieser Farbreaktion 
den Reaktionsverlauf unserer Guanidierungen und konnten fest- 
stellen, daB in allen Fillen, in denen eine Umwandlung der 
Amino- in die Guanidogruppe eingetreten war, auch die Saka- 
guchiprobe positiv ausfiel. Nur bei zwei EiweiBbausteinen, bei 
denen eine Cyanamidanlagerung stattgefunden hatte, gab das 
Anlagerungsprodukt keine positive Farbreaktion: bei den Imino- 
siuren Prolin und Oxyprolin. Diese Tatsache steht im HKinklang 
mit den Beobachtungen von Sakaguchi und Poller, daB ais 
Farbreaktion nicht eintritt, wenn in der Gruppe H,N-C(: NH)NHR 
ein weiteres H-Atom ersetzt ist. Daher fehlt auch bei Kreatin 
die Farbreaktion. Wir konnten dagegen die Angaben Pollers, 
da8 Dicyandiamid mit a@-Naphthol und Hypochlorit eine Rot- 
firbung gibt, nicht bestitigen. Wir priiften sowohl ein von uns 
selbst hergestelltes Dicyandiamid als auch ein von der Firma 
Merck bezogenes und beobachteten nie einen positiven Ausfall 





*) C.J. Weber benutzte spiter Natriumhypobromitlésung: J. of biol. 
Chem. 86, 217 (1930). 
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der Farbreaktion. Wir fiihrten diese Reaktion in der Weise aus, 
daB wir die zu untersuchende Lisung bei Raumtemperatur mit 
einer 0,1°/,igen Lisung von «-Naphthol in 0,5°/,iger Natronlauge 
versetzten und tropfenweise mit ungefaihr 5°/,iger Hypochlorit- 
lésung oxydierten. 

Unsere neuen Prolin- und Oxyprolinabkémmlinge lassen sich 
mit einer anderen Farbreaktion nachweisen: Weber?) zeigte, 
daB sich eine Mischung 10°/,iger Lisungen von Nitroprussid- 
natrium, Kaliumferricyanid und Natronlauge mit Guanidinabkémm- 
lingen blutrot fairbt. Pittarelli’*) anderte die Webersche 
Farbreaktion ab, indem er Kaliumpersulfat statt Kaliumferri- 
cyanid als Oxydationsmittel verwandte. Da diese Farbreaktion 
auch mit Kreatin, Dicyandiamid, Alkohol usw. positiv ausfillt, 
so ist sie weniger spezifisch als die Sakaguchireaktion. Fir 
unsere Zwecke war sie deshalb nur dann brauchbar, nachdem 
wir das Rohprodukt aus der alkoholischen Reaktionslisung her- 
ausgeholt hatten. Am laingsten bekannt ist die Farbreaktion 
von Harden und Norris*). Simtliche Guanidinabkémmlinge 
geben mit einer 1°/,igen alkalischen Diacetyllésung eine violett- 
rote, griin fluoreszierende Farbe. Auch mit EiweiBstoffen und 
Peptonen ist wegen des peptidgebundenen Arginin diese Reaktion 
positiv. 


Zusammenfassung. 


1, Kine Priifung der bekannten Guanidierungsverfahren er- 
gab, daB sich Dipeptide mit den schon bekannten Verfahren nicht 
guanidieren lassen. Bei Anwendung der freien O-Methylisoharn- 
stoffbase laBt sich die Hydrolyse der Peptidbindung vermeiden; 
mit ihr lassen sich Peptide und Aminosiiuren bequem und mit 
guten Ausbeuten in die entsprechenden Guanidoverbindungen 
iiberfiihren. Im Schrifttum noch nicht aufgefiihrte Guanidopeptide 
und Guanidosiiuren wurden aus folgenden EiweiBbausteinen her- 
gestellt: Glycyl-d-alanin, d,l-Alanyl-glycin, Glycyl-d,1-phenylalanin, 
Glycyl-l-leucin, 1-Cystin, d,l-Serin, d,l-Phenylalanin, 1-Oxyprolin, 
1-Prolin, l-Tryptophan, d-Glutaminsiiure. 

2. Es wurde ein spezifischer Widerstand der Aminosiuren 
gegen die Cyanamidanlagerung festgestellt, der aber in den 
meisten Fallen durch die Anwendung der O-Methylisoharnstoff- 
base tiberwunden werden konnte. 

3. Die Brauchbarkeit der Farbreaktionen bei der Synthese 
der Guanidinabkémmlinge wurde untersucht. 
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Kine Ubertragung unserer neu ausgearbeiteten Guanidie- 
rung auf HiweiBstoffe ware demnach in priiparativer Hinsicht 
nicht aussichtslos, obwohl nach unseren Erfahrungen die Krystalli- 
sationsfahigkeit der an sich im reinen Zustande meistens schwer 
léslichen Guanidoverbindungen in Hydrolysaten schon durch 
geringe Mengen Begleitstoffe beeinfluBt wird, eine Isolierung also 
erhebliche Schwierigkeiten bereiten wiirde. 

Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft 
der Deutschen Wissenschaft durchgefiihrt, der wir auch an dieser 
Stelle bestens danken. 


Versuchsteil. 


Die Guanidierung des Cystin wurde nach Rathke, die des Glycyl- 
alanin nach Strecker durchgefiihrt, alle anderen mit unserem neu aus- 
gearbeiteten Verfahren mittels der O-Methylisoharnstoffbase. Dieses wurde 
an Glykokoll, d-Alanin, 1-Valin, 1-Leucin und Glycylglycin erprobt. In 
allen Fillen erhielten wir Ausbeuten, die diejenigen friiherer Darstellungen 
der entsprechenden Guanidinabkémmlinge weit iibertrafen. Im folgenden 
beschreiben wir nur die Darstellung der im Schrifttum noch nicht auf- 
gefiihrten neuen Guanido-Verbindungen. 

Das O-Methylisoharnstoffchlorhydrat wurde nach Stieglitz und 
Mc Kee *) hergestellt [Schmelzp. 127—128° (unkorr.); Me Kee 132—133° *)] 
und daraus die freie Base wie folgt bereitet: Das Chlorhydrat wurde in 
wenig absolutem Methylalkohol gelést, unter Eiskiihlung eine Lésung der 
berechneten Menge Natriummethylat (quantitative Na-Presse) zugegeben, 
15 Minuten in einer Kiltemischung aufbewahrt und dann vom Natrium- 
chlorid iiber einer Kieselgurschicht abgesaugt. Im Filtrat befindet sich die 
freie Base, die stets sofort zur Verwendung kam. 

a-Diguanido-§-dithiodilactylsiure. [-S-CH,-CH-NH-(C(:NH)-NH,) 
-COOH)}. 0,602 (*/499 Mol) 1-Cystin, in 5eem 1/1 n-Natronlauge gelést, wurden 
mit 0,92 g S-Athylisothioharnstoffbromhydrat in 5 cem Wasser versetzt. 
Nach einigen Minuten begann die Krystallisation der Guanidosiure. Nach 
48 stiindigem Stehen im Exsiccator tiber Sublimat wurde der Krystallbrei 
abgesaugt, mit etwas Wasser und dann mit Athylalkohol gewaschen. Aus- 
beute 0,76 g (94°/, d. Th.). Alle oben angefiihrten Farbreaktionen waren 
positiv. Die Guanidosiure ist in kaltem und heiBem Wasser sehr schwer 
léslich, in organischen Lésungsmitteln unléslich. Zur Reinigung wurde sie 
aus wenig verdiinnter Salzsiure mit Ammoniak umgefiillt. Sie schied sich 
fast quantitativ in rechteckigen Plittchen aus, die sich iiber 200° lang- 
sam zersetzen. 

4,736 mg Subst. (bei 130° getr.): 4,720 mg CO,, 2,000 mg H,O. — 
4,593 mg Subst.: 1,010 cem N, (19°, 765 mm). 

C,H,,0,N,8. (324,32) Ber. C 29,60 H 4,98 N 25,92 

Gef. ,, 29,41 ,, 5,11 ,, 25,87. 
6-Oxy-a-guanidopropionsaure. H,N-C(:NH)-NH-CH(CH,-OH)COOH. 
0,52 g ("/o99 Mol) d,l-Serin wurden in 10 ccm Methylalkohol, die */,., Mol 
freier O-Methylisoharnstoffbase enthielten, unter Zusatz von 1-2 ccm Wasser 
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und schwachem Erwirmen (bis 50°) gelést. Nach 12 stiindiger Aufbewahrung 
im Kisschrank begann die Krystallisation; nach einigen Tagen wurde ab- 
gesaugt und mit Alkohol gewaschen. Ausbeute 0,60 g (81°/, d.Th.). Die 
Krystalle sind schwer léslich in Wasser, fast unléslich in organischen 
Lésungsmitteln und zersetzen sich gegen 200°. Zur Analyse wurde aus 
Wasser umkrystallisiert und bei 130° getrocknet. Alle Guanido-Farbreak- 
tionen sind positiv. 
5,077 mg Subst.: 6,110 mg CO,, 2,810 mg H,O. — 3,690 mg Subst.: 
0,931 ccm N, (22°, 741 mm). 
C,H,O,N, (147,10) Ber. C 32,63 H 6,17 N 28,57 
Gef. 39,82 » 6,19 ,, 28,46. 
6-Pheny]l- «-guanidopropionsiure. H,N-C(: NH)» NH-CH(CH,+C,H,) 
COOH. 5,0¢ (8/19) Mol) d,l-Phenylalanin warden mit %/,, Mol freier O-Methyl- 
isoharnstoftbase unter Zusatz von wenig Wasser in 60 ecem Methylalkohol 
gelést. Nach einigen Tagen hatten sich beim Stehen 2,4 g Guanidosiure 
ausgeschieden. Aus der Mutterlauge wurden noch weitere 2 g erhalten. 
Ausbeute 4,4 g (71°/, d. Th.). Die Guanidosiiure ist sehr schwer in kaltem 
Wasser ldslich, unléslich in organischen Lésungsmitteln, sie zersetzt sich 
tiber 200°. Alle Farbreaktionen sind positiv. Zur Analyse wurde aus 
Wasser umkrystallisiert. 
4,685 mg Subst. (bei 130° getr.): 9,990 mg CO,, 2,590 mg H,O. — 
3,775 mg Subst.: 0,664 cem N, (22°, 757 mm). 
C,,H,sN,0, (207,12) Ber. C 57,94 H 6,33 N 20,29 
Gef. ,, 58,16 ,, 6,19  ,, 20,28. 


Iminoamino-N-methyl-oxypyrrolidincarbonséure. H,N-C(:NH) 
-N-CH,-CH(OH)-CH,-CH-COOH. 0,66 g (*/g9, Mol) 1-Oxyprolin und 1 g 
| 
| 
(1/4. Mol) Cyanamid wurden in 15 cem Athylalkohol unter Zusatz von 
Wasser bis zur Lésung 8 Stunden am RiickfluB gekocht. Die beim Ab- 
kiihlen ausgeschiedenen Krystalle wurden abfiltriert und das Filtrat im Vakuum 
bis zum Sirup eingeengt. Nach Zusatz von 200 cem Athylalkohol und 
Impfen schieden sich weiterhin Krystalle aus, die abgesaugt und mit heiBem 
96°/,igem Athylalkohol gewaschen wurden. Gesamtausbeute 0,7 g (73°/, d. Th.). 
Die Krystalle bestehen aus monoklinen Prismen (gerade Ausléschung, oie 
negativ) und enthalten 1 Mol Krystallwasser; sie sind leicht léslich in heiBem 
Wasser, unléslich in organischen Lésungsmitteln, Schmelzp. 240° (unkorr.). 
Die Farbreaktionen mit Diacetyl, mit Persulfat nach Weber, mit Kalium- 
ferricyanid nach Pittarelli sind positiv, Sakaguchi dagegen negativ. 
Ein in Wasser oder Athylalkohol schwer lésliches Pikrat konnte nicht er- 
halten werden. Mit 2 Mol Reineckesiure entsteht ein gut krystallisierendes 
Salz, von dem sich 0,82 g in 100 ‘Teilen Wasser bei 20° lésen. Schmelzp. 160°. 
Krystallwasser fiir C,H,,0,N, + 1H,O (191,12) Ber. 9,42 Gef. 9,43 
4,220 mg Subst. (bei 130° getr.): 6,400 mg CO,, 2,320 mg H,O. — 
3,430 mg Subst.: 0,701 cem N, (20°, 764 mm). 
C,H,,0,N, (173,12) Ber. C 41,59 H 6,40 N 24,28 
Gef. ,, 41,36 ,, 6,15 ,, 23,93. 
Die Guanidierung des Oxyprolin mit der O-Methylisoharnstoffbase 
lieferte auf bequemere Weise ein Produkt, das mit dem aus Cyanamid her- 
gestellten identisch war: 6,6 g (*/;) Mol) 1-Oxyprolin wurde mit '/,, Mol freier 
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O-Methylharnstoffbase in 100 ccm Methylalkohol unter Zusatz von wenig 
Wasser gelést und die Liésung im Eisschrank aufbewahrt. Nach 24 Stunden 
begann die Krystallisation. Die Ausbeute betrug 7,8 g (81°/, d. Th.). 
Iminoamino - N - methylpyrrolidincarbonsaure, H,N - C(: NH) 
-N-CH,-CH, -CH,- se -COOH. 6,3 g (5/15) Mol) 1-Prolin und 4,6 g (#4/,5) Mol) 
L ' 
Cyanamid in 250 ccm absolutem Athylalkohol gelést, wurden 2 Stunden unter 
RiickfluB gekocht. Nach Abkiihlen in Eis wurden die ausgeschiedenen 
Krystalle abgesaugt und durch kurzes Kochen mit 50 ccm absolutem Alkohol 
vom restlichen Cyanamid befreit: 4,7 g. Die Mutterlauge wird eingeengt 
und mit Ather noch 3,5 g ausgefillt. Gesamtausbeute 8,2 g (95,3°/, d. Th.). 
Die Substanz ist schwer léslich in Wasser und krystallisiert aus Wasser 
in Prismen mit Domen, die 1 Mol Krystallwasser enthalten; sie ist in 
organischen Lésungsmitteln unldslich und zersetzt sich zwischen 236—242°. 
Die Farbreaktionen sind die gleichen wie bri der Oxyprolinverbindung. 
Mit 2 Mol Reineckesiure entsteht ein gut krysiallisierendes Salz, von dem 
sich 0,57 g in 100 Teilen Wasser bei 20° lésen, Zersetzungsp. 198°. 


Krystallwasser fiir C,H,,O,N, + 1H,O (175,12) ° is:r. 10,29 Gef. 10,35. 
4,356 mg Subst. (bei 130° getr.): 7,290 mg ('O,, 2,690 mg H,O. — 
3,580 mg Subst.: 0,830 cem N, (21°, 747 mm). 
C,H,,0.Nz (157,12) Ber. C 45,88 H 7,05 N 26,75 
Gef. ,, 45,63 , 6,91  ,, 26,75. 


Prolin 1éBt sich auch mit O-Methylharnstoffbase guanidieren: 5,75 g 
(/59 Mol) 1-Prolin wurden mit '/,, Mol freier O-Methylharnstoffbase in 50 ccm 
absolutem Methylalkohol gelést und die Lésung im Eisschrank aufbewahrt. 
Die Krystallisation wurde durch Acetonzusatz vervollstindigt: Ausbeute 
5,5 g (70°, d. Th.). 

6-Indol-«-guanidopropionsaure. H,N-C(:NH)-NH-CH(CH,-C,H,N) 
-COOH. 1,5 g (3/499 Mol) 1-Tryptophan wurde in 20 cem absolutem Methyl- 
alkohol, die °/,,, Mol freier O-Methylharnstoffbase enthielten, bei 25° gelést. 
Nach 48 stiindigem Stehen im Eisschrank krystallisieren derbe, prismatische 
Krystalle aus, die Krystallalkohol enthalten und an der Luft langsam ver- 
wittern. Nach Einengen der Mutterlauge im Vakuum bei 40° und Aufnehmen 
des Sirups mit wenig absolutem Methylalkohol schieden sich nach 12 Stunden 
im KEisschrank erneut Krystalle aus. Gesamtausbeute an getrockneter 
Guanidosiure: 1,2 g (66°/, d. Th.); sie ist fast unléslich in kaltem Wasser 
und lést sich langsam in siedendem Wasser. Sie scheidet sich aus Wasser nur 
beim Eindunsten des Lésungsmittels gallertartig aus und halt auch beim 
Trocknen hartniickig Wasser fest und bleibt hygroskopisch. Die Léslichkeit in 
Athylalkohol und Aceton ist gering, aus siedendem Methylalkohol la8t sich 
die Guanidosiiure aber ohne Schwierigkeit umkrystallisieren, man erhilt sie 
dann in schénen Krystallen, die nach dem Trocknen bei 130° lésungsmittelfrei 
sind. Bei 210° beginnt Braunfirbung, zwischen 225° und 230° tritt Zer- 
setzung ein. Die Farbreaktionen nach Adamkiewicz und mit Ehrlichs 
Aldehyd sind positiv, dagegen gibt Bromwasser keine Violettfirbung mehr. 
Alle Farbreaktionen auf Guanidosiuren sind positiv. Der positive Ausfall der 
Sakaguchi-Probe und der negative bei der van Sly ke- Bestimmung liefern 
den Beweis, daB nur die «-Aminogruppe des Tryptophan veriindert worden 
war und die Iminogruppe kein Cyanamid angelagert hatte. 
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4,560 mg Subst. (bei 130° getr.): 9,780 mg CO,, 2,380 mg H,O. — 
4,720 mg Subst.: 0,941 cem N, (23°, 748 mm). 
C,.H,,O.N, (246,14) Ber. C 58,50 H5,73 N 22,76 
Gef. ,, 5848 ,, 5,84 ,, 22,68. 


«-Guanidoglutarsaure. H,N-C(: NH)» NH- CH(CH,-+ CH, - COOH) 
-COOH. 1,50 g (*/,99 Mol) d-Glutaminsiiure wurden in 40 ecm absolutem 
Methylalkohol, die */,., Mol freier O-Methylisoharnstoffbase enthielten, ge- 
lést bei 40°. Nach 12stiindigem Stehen im Eisschrank begann die Krystalli- 
sation, die durch Zusatz von 2 Volumen Aceton vervollstindigt wurde: 1,65g. 
Das Filtrat wurde im Vakuum bei 40° eingeengt, in wenig Athylalkohol 
aufgenommen und mit Aceton weitere 0,35 ¢g gefillt. Gesamtausbeute an 
guanidoglutaminsaurem O-Methylisoharnstoff von der Formel H,N-C(:NH) 
»-NH-CH-(CH,-CH,-COOH:-X)-COOH, X = H,N-C(OCH,):NH betrug 2,0 ¢ 
(76°), d. Th.). Dieses Salz ist sehr leicht léslich in Wasser, schwer in Alkohol. 
Zur Reinigung wurde es aus Wasser und Alkohol umgelést. Zersetzungs- 
punkt 150—156°. 


4,340 mg Subst. (bei 100° getr.): 5,840 mg CO,, 2,320 mg H,0O. 
3,832 mg Subst.: 0,887 ccm N, (21°, 746 mm). 
©,H,,0;N, (263,18) Ber. C 36,48 H6,51 N 2661 
Gef. ,, 36,69 ,, 5,98  ,, 26,38. 


Zur Herstellung der freien Guanidoglutarsiure wurden 0,65¢ (#/,9) Mol) 
dieses Salzes in 20 ccm absolutem Methylalkohol eingetragen und 1/,,. Mol 
trockener Chlorwasserstoff eingeleitet. Dann wurde */, Stunde geschiittelt 
und 48 Stunden bei Raumtemperatur stehen gelassen, abgesaugt und mit 
wenig Methylalkohol gewaschen. Auf dem Filter blieben 0,43 g freie Guanido- 
glutarsiiure zuriick. Aus dem Filtrat schieden sich noch 0,28 g (ber. 0,28 g) 
O-Methylharnstoffchlorhydrat vom Schmelzp. 127—128° ab. Die Guanido- 
glutarsiure lést sich in Wasser sehr leicht, schwer in Alkohol, und wurde 
auf die gleiche Weise wie ihr Salz gereinigt. Zersetzungsp. 155—160°. 
Die Guanido-Farbreaktionen sind alle positiv. 


4,832 mg Subst. (bei 100° getr.): 6,790 mg CO,, 2,710 mg H,O. — 
4,698 mg Subst.: 0,902 cem N, (22°, 759 mm). 
C,H,,0,N, (189,11) Ber. C 38,16 H5,86 N 22,21 
'Gef. ,, 38,32 ,, 6,28  ,, 21,99. 


Guanido -acetyl-alanin. H,N - C(: NH)- NH-CH,-CO-NH-CH(CH,) 
-COOH. 3 g°(#/;, Mol) Glycyl-d-alanin wurden mit 2,5 g Cyanamid und 
wenig Ammoniak bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Da sich nach 3 Monaten 
noch keine Krystalle ausgeschieden hatten, wurde unter Zusatz von Alkohol 
eine Stunde unter Riickfiu8 erhitzt; beim Abkiihlen fiel ein Ol aus, das nach 
mehreren Monaten krystallisierte. Die abgesaugte Krystallmasse wurde sorg- 
filtig mit Alkohol ausgewaschen und getrocknet. Ausbeute 1,1 g (30°/, d.Th.). 
Zur Reinigung wurde in wenig Wasser gelést und mit Alkohol wieder aus- 
gefiallt. Das Guanidopeptid krystallisiert in Nadeln, ist leicht léslich in 
Wasser, schwer léslich in Alkohol und Aceton und unldéslich in Ather; 
schwach hygroskopisch; zersetzt sich zwischen 220—225°. Alle Guanido- 
Farbreaktionen sind positiv. 
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4,665 mg Subst. (bei 111° getr.): 6,530 mg CU,, 2,620 mg H,O. — 
3,460 mg Subst.: 0,885 cem N, (21°, 752 mm). 
C,H,.0,;N, (188,13) or. C 38,27 H 6,43 N 29,78 
38,17 » 6,28 » 29,39. 


Guanido-d,l-propionyl-;, cin. H,N-C(:NH)-NH-CH(CH,):CO-NH 
-CH,:-COOH. 1,46 g ('/1o, Mol) ‘,1-Alanyl-glycin [E. Fischer?’)] wurden 
in 10 cem absolutem Methylalkoi: .. mit '/,, Mol freier O-Methylharnstoffbase 
gelést; nach 12 stiindigem Stehe:. 1m Eisschrank begann die Krystallisation. 
Nach einigen Tagen wurden 0,90 g abgesaugt. Die Mutterlauge wurde im 
Vakuum bei 40° eingedampft, auf Zusatz von Athylalkohol krystallisierten 
weitere 0,70 g aus. Ausbeute 1,60 g (85°%/, d. Th.). Das Guanidopeptid ist 
schwer léslich in kaltem Wasser, unléslich in organischen Lésungsmitteln. 
Aus 25ccm kochendem Wasser wurde umkrystallisiert. Nadeln ohne scharfen 
Schmelzpunkt, die sich tiber 235° zersetzen. Alle Guanido-Farbreaktionen 
sind stark positiv. 


4,427 mg Subst. (bei 130° getr.): 6,200 mg CO,, 2,570 mg H,O. — 
4,333 mg Subst.: 1,109 cem N, (23°, 768 mm). 
C,H,.0,N, (188,13) Ber. C 38,27 H 6,48 N 29,78 
Gef. ,, 38,19 > 6,50 y 29,82. 


Guanido -acetyl-d,l-phenylalanin. H,N-C(:NH)-NH-CH,-CO-NH 
-CH(CH,:C,H;)-COOH. 1,65 g (/4,) Mol) Glycyl-d,l-phenylalanin [Fischer 
und Schoeller*’)] wurden in 20 cem absolutem Methylalkohol mit °/,,, Mol 
freier O-Methylharnstoffbase bei 25° gelést. Die nach 12stiindiger Auf- 
bewahrung im Eisschrank auftretenden Krystalle wurden nach 3 Tagen ab- 
gesaugt: 1,50 g. Aus der Mutterlauge wurden durch Einengen im Vakuum 
noch 0,10 g gewonnen. Ausbeute 1,60 g (81°/, d. Th.). Das Guanidopeptid 
ist in kaltem Wasser sehr schwer loslich, unléslich in organischen Lésungs- 
mitteln; aus heiBem Wasser krystallisiert es in Nadeln oder schief ab- 
geschnittenen Prismen, die sich zwischen 225° und 230° zersetzen. Es bildet 
ein in Wasser und Alkohol schwer lésliches Pikrat. Alle Guanido-Farb- 
reaktionen sind stark positiv. 


4,308 mg Subst. (bei 130° getr.): 8,620 mg CO,, 2,370 mg H,O. — 
4,480 mg Subst.: 0,841 ccm N, (23°, 748 mm). 
C,2H,,0,N, (264,16) Ber. C 54,51 H 6,11 N 21,21 
Gef. ,, 54,56 » 6,15 y 21,0. 


Guanido-acetyl-l-leucin. NH,-C(: NH)-NH-CH,-CO-NH-CH(C,H,)NH, 
-COOH. 0,47 2 ('/49 Mol) Glycyl-l-leucin (Hoffmann, La Roche) wurden 
in 10 ccm absolutem Methylalkohol mit. '/,,, Mol freier O-Methylharnstoff- 
base bei 25° gelést. Nach einigen Tagen wurde 1 Vol. Athylalkohol hinzu- 
gefiigt. Nach 12 Stunden im Eisschrank schied sich das Guanidopeptid 
gallertartig aus; es wurde abfiltriert und iiber Chlorcalcium getrocknet: 
0,32 g. Das Filtrat wurde im Vakuum bei 40° zum Sirup eingedampft, mit 
wenig Wasser aufgenommen und mit Aceton noch 0,15 g gefillt. Gesamt- 
ausbeute 0,45 g (78°/, d. Th.). Nach scharfem Trocknen ist das Guanido- 
peptid in kaltem Wasser sehr schwer léslich, in organischen Lésungsmitteln 
unléslich. Die Umkrystallisation aus kochendem Wasser gab Nadeln ohne 
scharfen Schmelzpunkt, die sich bei 210° braun fiirben und sich bei 215° 
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zersetzen. Alle Guanido-Farbreaktionen sind stark positiv. Eine konzen- 


.trierte wiBrige Lésung gibt mit dem gleichen Volumen gesiittigter Pikrin- 


siiurelésung ein in Nadeln krystallisierendes Pikrat, das in Wasser schwer 
léslich, aber leicht léslich in Alkohol ist. 
4,205 mg Subst. (bei 130° getr.): 7,200mg CO,, 2,950mg H,O. — 3,915mg 
Subst.: 0,804 cem N, (20°, 768 mm). 
C,H,,0,N, (230,17) Ber. C 46,92 H 7,88 N 24,34 
Gef. ,, 46,70 » 1,85 y 24,18. 


Schrifttum. 


. J. Kapfhammer, Habilitationsschrift Leipzig 1925. 

Strecker, C. r. Acad. Sci. 52, 1212 (1861). 

Clementi, Gaz. chim. ital. 45, I., 56 (1915); Chem. Z. 1915, 1110. 

Fujinami, Dissertation Basel 1919. 

H. Ramsay, Ber. chem. Ges. 41, 4385 (1908). 

H. Miller, Dissertation Freiburg 1929. 

Traube u. Ascher, Ber. chem. Ges. 46, 2077 (1913). 

. Abderhalden u. Sickel, Diese Z. 180, 75; 175, 68; 173, 54 (1928). 

Nencki u. Sieber, J. prakt. Chem. 17, 477 (1878). 

10. B. Rathke, Ber. chem. Ges. 14, 1774 (1881). 

11. Wheeler u. Merrian, Amer. chem. J. 29, 478 (1908). 

12. H. King, J. chem. Soc. 1930, II, 2374. 

13. H. Spérer, Dissertation Leipzig 1927. 

14. F. Arndt, Ber. chem. Ges. 54, 2237 (1921). 

15. Schotte, Priewe u. Roescheisen, Diese Z. 174, 125 (1928). 

16. E. Baumann, Liebigs Ann. 167, 183 (1863) und Ber. chem. Ges. 6, 
1375 (1873). 

17. J. Stieglitz, Amer. chem. J. 21, 108 (1899). 

18. A. Knorr, Ber. chem. Ges. 50, 229 (1917). 

19. Schenck u. Kirchhof, Diese Z. 158, 103 (1926). 

20. M. Schenck, Diese Z. 77, 354 (1912). 

21. S. Sakaguchi, J. of Biochem. 5, 13 und 133 (1925). 

22. K. Poller, Ber. chem. Ges. 59, 1927 (1926). 

23. C. J. Weber, J. of biol. Chem. 78, 465 (1928). 

24, Pittarelli, Biochimica e Ter. sper. 15, 313 (1928); Ber. f. Physiol. 48, 
336 (1929). 

25. Harden u. Norris, J. of Physiol. 42, 332 (1911). 

26. Stieglitz u. Me Kee, Ber. chem. Ges. 33, 1517 (1900). 

27. E. Fischer, Ber. chem. Ges. 4], 850 (1908). 

28. Fischer u. Schoeller, Liebigs Ann. 357, 20 (1907). 

29. R. H. Mc Kee, Amer. chem. J. 26, 246 (1901). 


Sota op co re 














a) 
se 


3). 








13 


Eine Synthese des Vitamins C’). 
Von 
Fritz Micheel, Kurt Kraft und Walter Lohmann. 
Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus dem Allgemeinen chemischen Universititslaboratorium Géttingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Mirz 1934.) 


Nach den Ergebnissen der Strukturermittlung ist die Formel I 
fiir das Vitamin C (Ascorbinsiure) als gesichert anzusehen’). Es 
ist das Derivat des Dienols (II) einer 2- oder 3-Keto-hexonsiiure 
(III bzw. IV). Legt man die in der Reihe der Poly-oxy-verbin- 
dungen gesammelten Erfahrungen iiber die Gleichgewichte zwischen 
Lacton und Saure, zwischen Lactol- und Carbonylform und zwischen 
Carbonyl- und Enolform zugrunde, so kime man, wie schon friiher *) 
erwihnt, iiber eine Reihe von Zwischenstufen, von denen die wesent- 
lichsten in den Formeln (V oder Va—VIII) angegeben sind, schritt- 
welse von einer 2-Ketosiiure (Sorburonsiiure) zum Vitamin und 
umgekehrt. Da sich praktisch weder das Vitamin (VIII) noch die 
Sorburonsiiure (V)*) in Lésung ineinander umwandeln, so ist zweifel- 
los diese Kette von méglichen Gleichgewichten an einer oder 
mehreren Stellen unterbrochen. 


HOC—=COH COOH COOH COOH 
On OH | - Gon 60 (HOH 
— le bor (HOH) (=0 

I HCOH HCOH HCOH 
HOCH HOCH HOCH 

HOCH, HOCH, HOCH, 
tt UI IV 





1) Vgl. die kurze Mitteilung, Naturw. 22, 205, Nr. 13 (1934). Der Inhalt 
dieser Arbeit wurde am 24. Februar 1934 in einer Sitzung der Chemischen 


Gesellschaft in Géttingen vorgetragen. 

*) Diese Z. 222, 235 (1933), Z. angew. Chem. 46, 533 (1933) und frithere 
Mitteilungen; Haworth, Hirst und Mitarb., J. Chem. Soc. 1933, 1270 und 
friihere Mitteilungen. 3) Diese Z. 218, 280 (1933). 


*) Anm. b. d. Korrektur: vgl. die FuBnote auf S. 19. 
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COOH COOH c=0 C=0 
| | ome ee 
ve C=0 C=0 HOt 
| | 
| HOCH HOCH HocH Hoc 86 («O) 
| | | | | 
0 HCOH HCOH ee HC— 
| | | 
| HOOH HOCH HOCH HOCH 
| | | | | 
— HOCH, HOCH, HOCH, 
V VI vil VII 


Fiir eine Synthese des Vitamins oder eines Isomeren war es 
wesentlich, festzustellen, ob und unter welchen Bedingungen eine 
2-Ketosiiure sich im Sinne der angegebenen Formelreihe um- 
zuwandeln vermag. Wir haben diese Frage im Zusammenhang mit 
der Frage der oben erwihnten Gleichgewichte seit Anfang Mai 1933 
bearbeitet und beschreiben im folgenden die nach diesem Gesichts- 
punkt durchgefiihrte Synthese des Vitamins. Wiihrend die natiirlichen 
Hexosen fast ausschlieBlich in der d-Form sich finden, gehdért das 
Vitamin der l-Reihe an. Auf folgendem Wege kommt man jedoch 
von der d-Glucose ([X) zu einer 2-Ketosiiure der ]-Reihe: d-Glu- 
cose wird reduziert zum Sorbit?) (X), dieser durch das Bacterium 
xylinum?) zur 1-Sorbose (XI) oxydiert. Damit ist der Ubergang 
aus der d- in die l-Reihe vollzogen. Die 1-Sorbose wird in ihr 
Phenylosazon umgewandelt (XII). Durch Spaltung mit Benzaldehyd 
erhilt man daraus das 1-Sorboson (XIII) und dies geht bei der 
vorsichtigen Oxydation mit Brom in die Sorburonsiure (2-Keto- 
l-gulonsiure) (XIV und XIVa) iiber, die in Form ihrer gut 
krystallisierenden Natrium- oder Brucinsalze rein zu erhalten ist. 








C=0_ Boo —, H,COH H,COH HC=N—NHC,H, 

tee | HCOH HCOH Lo b—N—NHCH, 
HOCH © yooH 6 HOCH HOCH HOGH 
0 at] HOOH HCOOH HGOH HCOOH 
HOCH nc! HCOOH HOGH HOCH 
| der H,COH H,COH HOOH, HOCH, 
Va IX x XI XI 





1) Verwandt wurde ein kiuflicher Sorbit. 
*) Wir verdanken der Freundlichkeit yon Herrn Bertrand, Paris, 
ein geeignetes Bacterium xylinum. 
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HO=—O COOH COOH COOH 
6=0 0 —— COH (on 
7 i Sa Se 
HOOH HOOH 6 HOOH 6 HeoH 
HOGH HOOH | HOCH | HUOH 
HOCH, HOCH, _— bu, bs bu, 
XIII XIV XIVa XV 


Um die Umwandlungsfahigkeit von 2-Ketosiiuren in ihre Lacton- 
dienole zu priifen, wurde zunichst jedoch nicht die wertvolle 
|-Sorburonsiiure, sondern die wesentlich leichter zugiingliche 2-Keto- 
d-gluconsiiure !) (XV) verwandt, die sich von der 1-Sorburonsiiure nur 
durch die Epimerie am ©, unterscheidet. Die so gewonnenen Er- 
gebnisse wurden dann aut die l-Sorburonsiure iibertragen. 

Es zeigte sich, daB beide 2-Ketosiiuren bei vorsichtiger Be- 
handlung mit Alkali (0° oder Zimmertemperatur, die Alkalikonzen- 
tration wurde zwischen 0,6 und 50°/, variiert) eine Umwandlung 
in einen Stoff erfahren’), der in saurer Lésung Jod reduziert, also 
vermutlich die dafiir charakteristische Atomgruppierung 

—C=C—C=0 
OH OH | 
enthilt. Als wahrscheinlichste Formulierung fiir diesen Stoff 
kommen die Formeln XVI und XVII in Frage. (Die Formulierungen 
sind zur Raumersparnis nur fiir die Sorburonsiure gegeben worden. 
Beide Siiuren zeigen ein weitgehend analoges Verhalten.) In al- 
kalischer Lésung diirften neben dem Carboxyl auch das eine oder 
beide enolischen Hydroxyle Metall binden. 

Die Umwandlung in den Jod reduzierenden Stoff steigt mit 
wachsender Konzentration des Alkalis und erreicht z. B. bei der 
2-Keto-gluconsiure mit 10 n-Natronlauge etwa 40—50°/,. Bei 
geringen Alkalikonzentrationen wird der Grenzwert langsam, bei 
konzentrierten schnell erreicht (Fig. 1). Werden umgekehrt mit 
konzentriertem Alkali erhaltene Lésungen auf eine geringere 
Alkalikonzentration verdiinnt, so sinkt das Reduktionsyermégen 
etwa auf den dieser Konzentration entsprechenden Wert (Fig. 2). 
Dabei beschleunigt Verdiinnen mit wiBrigem Methanol die Ein- 
stellung des Endwerts sehr. Die Konzentration an Ketosiure ist 





‘-) Ohle und Wolter, Ber. chem. Ges. 63, 843 (1930). 
*) Uber Umlagerung in saurer Lésung vgl. S. 19, FuBnote 3. 
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bei hinreichendem Alkaliiiberschu8 ohne wesentlichen EinfluB auf 


die erreichte Endkonzentration'). Alle diese Titrationen wurden 
unmittelbar nach dem Ansiiuern durchgefiihrt, denn in saurer 
Lésung erfolgte ein allmahliches Absinken des Reduktionsvermigens, 
das, je nach der Anfangskonzentration, auf 6°/, und weniger bei 
der 2-Keto-d-gluconsiure und auf 10°/, und weniger bei der 
1-Sorburonsiiure sank (Fig. 3)%). Parallel mit der Umwandlung 
geht eine Drehwertsiinderung, die im Falle der 2-Keto-gluconsiure 
von —80° zu positiven Werten gelangt und durch Siurezugabe 
zum Teil riickgingig gemacht wird. Bei der Sorburonsiure wurde 
sie nicht ermittelt. 














AD pm ncnaemneen teenies — 
————f “ae | 
g 4 Poe een a R 40'\ | 
red aa pvt SS | 
at) 7 5208. Pag 1 
| Qe Bel ““~esrcsmeananerl 
8 ks ."| i 
ot we tie 82 sseereres 
‘ Q 70 hy 6 
OC 7 20 30 00 S000 7 L0H € yd wll 
Mintle >» 
Fig. 1. Fig. 2. 
A—A—A 1,67%,, Subst., 0,61°/, NaOH; @— @ — @ 50°/, ige Lauge, verdiinnt 
@—@—@ 1,72%, ., 3,28% ,, mit Wasser auf 1,0°/, NaOH. 
Zeit in Stunden A—A—A 45°, ige Lauge, verdiinnt 
O—-O—O 0,75%, 4,5, 40°/, NaOH mit 33°/, igem Methanol auf 0,3°/, NaOH 


Zeit in Minuten 


Zu deuten sind diese Umlagerungen am besten in folgender 
Weise. In alkalischer Lésung besteht ein Gleichgewicht zwischen 
den Alkalisalzen der Enolformen (XVI und XVII) einerseits und 
der Keto- bzw. Lactolform (XIV oder XJVa) andererseits. Dies 











O O 
HOC—C< HOC——C< HOC——C=O 
) <ou <ou | at 
OH OH H_ | | OHH H~ | 7S eh 
C—C——C—COH HOC——C——C—C HOC——_C——C—C 
H, H OH H OH OH H OH OH 
XVI XVII XVIII 


1) Die Titrationen sind dadurch mit einer gréBeren Fehlergrenze be- 
haftet als gewéhnlich, daB gegen Ende der Titration meist ein starkes 
,Ziehen“ eintrat. Dies fihrte dazu, daB als Endpunkt ein Punkt definiert 
wurde, an dem 2 Tropfen n/100 Jodlésung nach 30 Sekunden noch Blau- 
firbung des Stirkeindikators hervorriefen (vgl. experimentellen Teil). Die 
Ursache des Ziehens ist noch unbekannt. 

2) Alle Operationen wurden unter von Sauerstoff befreitem Stickstoff 
oder unter ebensolcher Kohlensdure ausgefiihrt. Die alkalischen Lésungen 
fiirben sich unter den angewandten Bedingungen héchstens goldgelb. 
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verschiebt sich mit wachsender Alkalikonzentration im Sinne der 
_ Enolisierung. Beim Ansiuern gehen die in freier Form nicht be- 
stiindigen Dienole in andere Stoffe iiber, und zwar die trans- 
Form in das Ausgangsmaterial oder Isomere, die alle Jod nicht 
reduzieren. Hingegen geht die cis-Form XVII unter Lacton- 
bildung in XVIII iiber; dies ist nichts anderes, als das Vitamin, 
dessen Isolierung im folgenden beschrieben wird; auf diese Um- 
wandlung der cis-Form in das Vitamin ist das in der sauren 
Liésung verbleibende Reduktionsvermégen zuriickzufihren }). 

Um zuniichst einen An- 





























@—@—@ 0,92°/, Subst., 0,34°/, NaOH 


Riickgang des Reduktionsvermégen 
A—A—A 1,72°, ” ? 2,93 °/, 


in saurer Losung 


”> 


mit Dimethylsulfat methyliert. Unter geeigneten Bedingungen erhilt 
man durch fraktionierte Extraktion einer wiBrigen Lésung neben 
einem Sirup, der im wesentlichen aus methylierter 2-Keto-glucon- 
siure und Isomeren besteht, ein Rohprodukt, das ein Gemisch aus 
diesen und partiell methylierter Di-enolsiure darstellt. Es gibt 
Eisenchloridreaktion und verbraucht Brom in Hisessig und Per- 
manganat in Aceton. Durch weiteres Methylieren mit Diazomethan 
und mit Methyljodid und Silberoxyd erhalt man dann ein nahezu 
véllig methyliertes Produkt, das nach seiner Zusammensetzung 
und nach seinem Siedepunkte neben methyliertem Dienol gréBere 
Mengen Tetramethyl-2-keto-gluconsiureester und ihre I[someren 
enthalt. Eine Trennung durch Destillation gelingt nicht, weil die 
Siedepunkte zu nahe beieinander liegen diirften. Die Anwesenheit 


1) Es ist nicht wahrscheinlich, da8 sich unter diesen milden Reaktions- 
bedingungen das Redukton (Enol-tartron-dialdehyd) von v. Euler [Diese Z. 
217, 167 (1933)] in wesentlichen Mengen bildet. 


COXXV. 2 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 
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des methylierten Dienols und die Lage der Doppelbindung zwischen 
C, und C, zeigten sich jedoch bei der Ozonisierung. Das Ozoni- 
sierungsprodukt ergab nach der Verseifung eine Menge Oxalsiure 
(als Calciumoxalat isoliert), die auf einen Gehalt von etwa 20 bis 
25°/, Enolderivat im Methylierungsprodukt deutet. 

Die Isolierung des Vitamins aus dem Umlagerungsprodukt 
der 1-Sorburonsiure gelang unter Beniitzung der Verfahren, die sich 
bei seiner Darstellung aus Naturprodukten bewahrt hatten. Ks 
wurde zuniichst durch eine 1 oder 2 malige Abscheidung als Bleisalz 
eine Anreicherung erzielt. Die so gewonnenen Konzentrate wurden 
darauf einer wiederholten fraktionierten Fallung unterzogen. Zur 
Erzielung krystallisierter Abscheidungen erwies sich wiederum ein 
Gemisch von Alkohol—Benzin (1:1) als sehr zweckmaéBig, wihrend 
die letzte Reinigung wie friiher aus Alkohol-Ather-Petrolither 
erfolgte. Das Priaparat zeigte einen Schmelzpunkt von 185°; der 
Mischschmelzpunkt mit natiirlichem Vitamin lag ebenso.. Das 
Reduktionsvermégen gegen Jodlisung und die Drehung (— 23°) 
waren die gleichen wie beim Naturprodukt. Ferner wurde die Mono- 
aceton-Verbindung hergestellt, die identisch mit der aus natiirlichem 
Vitamin war. Man erhilt nach diesem Verfahren an reinstem 
Vitamin etwa 20 mg aus 5 g Sorburonsiiure. Fiir den Ubergang 
von XVII in XVIII im angegebenen Sinne spricht das Verhalten 
des Vitamins selbst unter den Bedingungen der Reaktion. Wie die 
Umsetzung des Dimethylvitamins mit Alkalilauge zeigt, wird dabei 
zunichst der Lactonring gesprengt. Ebenso dirfte im Vitamin nach 
Absittigung der enolischen Hydroxyle durch konzentriertes Alkali 
der Lactonring geédffnet werden. Da sich aber das so gebildete 
Salz von ¢ r cis-Form ableitet, bildet sich beim Ansiiuern der 
Lactonring nahezu quantitativ zuriick. Drehwert und Reduktions- 
vermégen des Vitamins in 30°/, iger Lauge andern sich in 24Stunden 
nicht; man kann das Vitamin ais Natriumsalz und als freie Siure 
wieder isolieren. 

Bei der 2-Keto-d-gluconsiiure konnte die Isolierung des ent- 
sprechenden Stoffes, des Isomeren des Vitamins von Ohle’) und 
Maurer”), nicht erfolgreich durckgefiihrt werden. Das Bleisalz 
dieses Isomeren ist nicht wesentlich schwerer lislich als die Bleisalze 
der nicht reduzierenden Verunreinigungen, ferner ist es recht in- 
stabil. Deshalb gelang Anreicherung bis zum krystallinen End- 
produkt nicht. DaB neben den oben beschriebenen Vorgiingen 





1) Ber. chem. Ges. 67, 324 (1934). %) Ber. chem. Ges. 66, 1054 (1933). 
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jedoch, besonders bei lingerer Kinwirkung des Alkalis, tiefer- 
greifende Verinderungen im Molekiil der 2-Ketosiuren vor sich 
gehen, ist wahrscheinlich. Es zeigt sich z. B. daran, daB die 
Rohprodukte, die beim Abdampfen der neutralisierten Lisungen 
erhalten werden, bei nochmaliger Behandlung mit Alkali nicht 
mehr ganz die der Alkalikonzentration entsprechende Menge an 
Reduzierendem bilden. 

Ks ist noch die Frage zu beantworten, an welcher Stelle die 
eingangs erwihnte Reihe von méglichen Gleichgewichten unter- 
brochen ist. Das Vitamin selbst stellt ein auBergewoéhnlich stabiles 
Lactonring-system vor, ihnlich wie es in der Tetronsiiure?) oder der - 
Oxy-tetronsiure*) vorhanden ist, ein Ringsystem, das wahrscheinlich 
weder in saurer noch in neutraler Lésung mit der freien Carbonyl- 
form im Gleichgewicht steht. Als stabilisierendes Moment ist die 
Doppelbindung anzusprechen, Der der Vitaminsynthese entgegen- 
gesetzte Weg, eine Uberfiihrung von Vitamin in eine 2-Ketosiure, 
gelang uns bisher nicht. An welcher Stelle, ausgehend von der 
|-Sorburonsiure, die Kette der Gleichgewichte unterbrochen ist, laBt 
sich nicht mit Sicherheit angeben. Wahrscheinlich liegt die 1-Sor- 
buronsaure, ibnlich wie die 2-Keto-gluconsiure, in der pyranoiden 
Lactolform vor (V). Entweder steht diese Form nicht im Gleich- 
gewicht mit der Ketoform(VI) oder, wahrscheinlicher, ist die Carbonyl- 
form nicht befihigt, sich in saurer oder neutraler Lésung zu enoli- 
sieren. Erst bei Zugabe von Alkali bildet sich das Enolat*). Das 
Auftreten zweier enolischer Hydroxyle an derselben Doppelbindung 
setzt zweifellos besondere konstitutionelle EKigentiimlichkeiten vor- 
aus, wie sie in dem Stoffe vom Typ der Oxy-tetronsiiure gegeben 
sind. Vielleicht spricht auch bei diesen Vorgiingen die geringe 
Tendenz der 2-Ketosiure zur Lactonbildung eine Rolle. Das 
Lacton der Sorburonsiiure, das wir bisher nur in geringer Menge 





1) Liebigs Ann. 291, 226 (1896). 

*) Micheel u. Jung, Ber. chem. Ges. 66, 1291 (1933). 

8) Es wurde wiederholt beobachtet, daB die 2-Keto-gulonsiure schon 
beim Eindampfen ihrer sauren Lésung Reduktionsvermégen gegen saure 
Jodlésung zeigt (1—2°/,). Diese Umlagerung, die ebenfalls auf eine Bildung 
von Ascorbinsiure deutet, soll weiter untersucht werden. 

Anm. b. d. Korr. (26. IV. 34): Inzwischen haben Reichstein und 
Mitarb. (Helvet. chim. Acta XVII, 311 (1984) gezeigt, da8 auch beim Kochen 
in saurer Lésung die 2-Keto-l-gulonsiiure in das Vitamin iibergeht. Ob es 
sich dabei um eine Einstellung der erwihnten Gleichgewichte oder um 
einen irreversiblen Vorgang handelt, ist an Hand der vorliegenden Befunde 
nicht zu entscheiden. 


9* 
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und unreiner Form erhalten konnten, ist befihigt, schon unter | 


sehr milden Bedingungen sich in das Vitamin umzulagern. 

Wie die Synthese des Vitamins von Reichstein’) und Ha- 
worth und Hirst?) zeigt, scheinen die 8-Ketosiiuren der Zucker- 
reihe, die bei diesen Synthesen als Zwischenprodukte anzunehmen 
sind, im Gegensatz zu den 2-Ketosiiuren auBerordentlich leicht 
in die Lacton-dienol-form iiberzugehen. Das Vitamin selbst 
kénnte sowohl mit seiner 2-Keto- als auch mit seiner 3-Keto- 
form im Gleichgewicht stehen. Es lassen sich jedoch noch keine 
Angaben dariiber machen, inwieweit die Gleichgewichte tatsiich- 
lich vorhanden sind. Eine Auswertung des Ultraviolettspektrums 
diirfte Anhaltspunkte dafiir geben’). 

Die in dieser Mitteilung beschriebene Synthese kiénnte nach 
der Art einiger ihrer Zwischenstufen auch bei der Bildung des 
Vitamins in der Pflanze eine Rolle spielen. Die natiirlichen 
Hexosen kommen, wenn man von dem selten erbrachten Nach- 
weis eines Vorkommens der 1-Zucker absieht, ausschlieBlich in 
der d-Reihe vor. Gwar bedarf es nur der Epimerisierung des 
C,-Atoms in der d-Glucose, um in die l-Reihe zu kommen. 
Aber dieser Vorgang scheint der Pflanze wie dem Tier fremd zu 
sein. Darauf deutet das angefiihrte seltene Auftreten von 1-Hexo- 
sen. Epimerisierung tritt bei Hexosen in der Natur leicht nur 
am ©, [Glucose-Mannose-(Fructose)| und am C, (Glucose -Galak- 
tose) ein. Die Epimerisierung am ©,-Atom ist auch in vitro 
bequem durchfiihrbar. Anders ist es mit dem Ubergang Glucose- 
Galaktose und zuriick. Er wird im Tierkérper mit Leichtigkeit 
ausgefiihrt (Bildung von Milchzucker aus Glucose, Umwandlung 
der Galaktose in Glykogen), lift sich jedoch in vitro nicht ver- 
wirklichen. Vielleicht steht mit der leichten Umwandlung in 
vivo die Reaktionsfihigkeit des C,-Atoms, wie sie sich in der 
Bildung natiirlicher Disaccharide ausprigt, im Zusammenhang. 

Bei einer Umwandlung der d-Glucose (Fructose) in Pflanzen 
nach dem Gang unserer Synthese muB diese zunachst in Sorbit 
iibergehen. Der Sorbit ist in Pflanzen, besonders in Friichten, 
weit verbreitet. Auch seine Oxydation, ahnlich der durch das 
Bact. xylinum ausgefihrten, erscheint méglich und die Oxydation 
der Sorbose am primaren Hydroxyl zum Carboxyl ist nicht un- 
gewohnlich. Zahlreiche Bakterien (Bact. xylinum‘*), Bact. gluconi- 


1) Helvet. chim. Acta 16, 1020 (1933). 

*) J. chem. Soc., London 1938, 1270. 

3) Sie deutet auf véllige Enolisierung (Diese Z. 216, 234). 
‘) Bernhauer u. Schén, Diese Z. 180, 252 (1929). 
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cum!) und Schimmelpilze (Cytromyces-, Penicyllium- und Asper- 
gillus-Arten*)] fiihren solche Oxydationen endstiindiger Atom- 
gruppen in der Zuckerreihe aus. Als letzte Stufe wiren dann 
Lactonisierung und Enolisierung erforderlich, fiir die die Pflanze 
geeignete Mittel haben mag. Ein anderer Weg, der von der 
d-Galacturonsiure zur |-Galactonsiiure und durch Oxydation zur 
2- oder 3-Keto-l-galactonsiure fihrt, scheint daneben jedoch fiir 
eine Synthese in der Pflanze auch gangbar. In diesem Zusammen- 
hange wire zunichst die Frage zu entscheiden, ob Zwischen- 
produkte solcher Synthesen besonders bei Tieren, die selbst be- 
fihigt sind, das Vitamin zu synthetisieren, als ,,Provitamin“ 


wirken kénnen. 


Fiir Unterstiitzung dieser Untersuchungen sind wir der Not- 
gemeinschaft der Deutschen Wissenschaft, der Firma 
K. Merck, Darmstadt und der Justus-Liebig-Gesellschaft 
(in Form eines Stipendiums fiir W. L.) zu groBem Dank ver- 
pflichtet. 

Versuche. 


Umlagerung von 2-Keto-d-gluconsadure durch Alkali. Zur Unter- 
suchung des Einflusses der Alkalikonzentration und der Zeit auf 
den Grad der Umlagerung wurde in einem 10ccm-MeBkolben 
die 2-Keto-gluconsdure (einer Konzentration zwischen 1 und 10°/, 
entsprechend) oder ihr Natriumsalz eingewogen. Nun wurde in 
Wasser (luftfrei) gelést und (unter luftfreiem Stickstoff) eine Menge 
Natronlauge hinzugegeben, die die Gesamtkonzentration an NaOH 
auf den zu untersuchenden Wert brachte. Mit einigen Tropfen 
Wasser wird, wenn erforderlich, genau auf Marke gefillt. In 
bestimmten Zeitriitumen werden Proben der Lisung entnommen, 
in eisgekiihlte n/,-Kssigsiure vorsichtig eintropfen gelassen (alle 
Operationen unter Stickstoff) und mit n/100-Jodlésung titriert. Fig.1 
gibt die Abhingigkeit von der Alkalikonzentration und der Zeit. 

Da gegen Ende der Titration ein starkes ,,Ziehen“ auftritt, 
wurde als Endwert der Punkt genommen, an dem 2 Tropfen 
n/100-Jodlésung die Lésung noch nach 30 Sekunden blau farbten. 
Ferner miissen zur Erreichung vergleichbarer Werte etwa gleiche 
Mengen an reduzierender Substanz titriert werden. Die Ab- 





1) Hermann, Biochem. Z. 192, 176 (1928); 205, 297 (1929). 

*) Falek, Ber. chem. Ges. 57, 920 (1924); Bernhauer, Biochem Z. 
153, 517 (1924); 172, 296, 313 (1926); Butkewitsch, Biochem. Z. 182, 99 
(1922); Herrick, J. of biol. Chem. 77, 185 (1928). 
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hingigkeit von der Konzentration der 2-Keto-gluconsiure liegt 
bei gréBerem UberschuB an NaOH innerhalb der durch die Ver- 
suchsmethodik gegebenen Fehlergrenze. 


Riickgang des Reduktionsvermogens beim Verdiinnen der alka- 
lischen Lésung. Eine nach dem beschriebenen Verfahren bereitete 
Lésung mit einem Gehalt an Keto-gluconsiure (angewandt als 
Natriumsalz- 1H,O) von 10°/, und 40°/, NaOH wird auf das 
40fache Volumen verdiinnt. Wiahrend urspriinglich 44°/, der 
2-Ketosiure in die Jed reduzierende Substanz umgelagert waren, 
ging dieser Wert im Laufe von etwa 16 Stunden auf 15°/, zuriick 
(Fig. 2). Besonders schnell tritt die EKinstellung des Endwertes 
ein, wenn mit wiBrigem Methanol verdiinnt wird}). Bei lingerem 
Aufheben (mehrere Tage) firben sich alle alkalischen Lisungen 
dunkelgelb und das Reduktionsvermégen nimmt weiterhin ab. 


Riickgang des Reduktionsvermogens in saurer Lésung. Bleiben 
die angesiiuerten Lésungen der umgelagerten 2-Keto-gluconsiure 
stehen (Essigsiure, HCl, H,SO,), so tritt ein Abfall des Reduktions- 
vermégens bis zu einem stabilen Endzustande ein, der je nach 
der Ausgangskonzentration bis zu 6°/, der angewandten 2-Keto- 
gluconsiure betragt. Dies veranschaulicht Fig. 3. Der gleiche 
Vorgang spielt sich beim Eindampfen im Vakuum ab. Auch in 
saurer Lésung ist Luftsauerstoff sorgfiltig auszuschlieBen. Das 
bleitende Reduktionsvermégen ist ohne Ziehen titrierbar. 


Methylierung mit Dimethylsulfat. 20 g 2-Keto-gluconsiure 
(oder die entsprechende Menge Natriumsalz) wurden in einer 
Methylierungsapparatur in 90ccm Wasser gelist und unter Stickstoff 
tropfenweise (Kiskiihlung) mit Natronlauge (1: 1) (210 ccm) versetzt. 
Nach 1 stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur wurden 25 ccm 
Aceton hinzugegeben und unter sehr kriftigem Riihren Dimethyl- 
sulfat zugetropft (8325 ccm). Die Temperatur wurde im Laufe von 
4 Stunden auf 55° gesteigert, wobei besonders darauf zu achten ist, 
da8 die Kinwirkung des Dimethylsulfats nicht zu heftig wird. Nach 
Zugabe des gesamten Dimethylsulfats (4 Stunden) wurde noch 
1/, Stunde auf 70° erhitzt. Dann wurde abgekiihlt, mit 45 ccm 
5n-H,SO, sauer gemacht, vom Natriumsulfat abzentrifugiert und 
die waiBrige Lésung 5mal mit Chloroform ausgeschiittelt. Diese 
Chloroformlésung hinterlaBt nach dem Trocknen und Abdampfen 
3—3,5 g eines Sirups, der mit Eisenchlorid, besonders nach dem 





1) Bei geniigend groBen Konzentrationen an Methanol fiallt das Na- 
Salz der 2-Ketogluconsdure aus. 
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Neutralisieren, eine intensive Rotfairbung gibt, der auBerdem 
Permanganat in Aceton und Brom in Eisessig kraftig verbraucht. 

Aus der wiBrigen Liésung lassen sich im Extraktionsapparat 
mit Ather noch etwa 5—6g Sirup gewinnen. Dieser besteht 
jedoch, nach seinen Reaktionen zu urteilen, aus partiell methy- 
lierten, gesittigten Produkten. 

Der aus Chloroform erhaltene Sirup wurde einer zweiten 
Methylierung mit Dimethylsulfat unterzogen: 4,04 g wurden in 
20 com Aceton gelést, mit Lauge neutralisiert, dann mit 55 ccm 
33°/,iger Natronlauge und 60 ccm Dimethylsulfat wie iiblich 
methyliert. Der Methoxylgehalt der so erhaltenen Produkte be- 
trug etwa 38—39°/,. Die Carboxylgruppe ist, wie die Titration 
ergab, nicht verestert. 

Nach einer anschlieBenden Methylierung mit Diazomethan 
wird ein neutraler Sirup erhalten, der keine Eisenchloridreaktion 
mehr gibt, jedoch Brom in Eisessig und Permanganat in Aceton 
kraftig entfarbt. Der Methoxylgehalt steigt auf 47—48°/,. 

Dieser Sirup wird im Hochvakuum (0,02 mm) einer fraktio- 
nierten Destillation unterworfen. Die Hauptfraktion (85—95°; 
CH,O etwa 51°/,) wird einer nochmaligen Methylierung mit Jod- 
methyl und Silberoxyd unterworfen. Die Hauptmenge des so er- 
haltenen Produktes siedet bei 82—84° (0,02 mm) und gibt Analysen- 
werte, die um CH,O = 52°/,, C = 583—55°/,, H = 8°/, schwanken 
Ks zeigt gegen Permanganat und Brom ungesittigten Charakter. 

Ozonisierung. 0,5 g dieses Sirups wurden in 25 ccm Hisessig 
unter Kihlung 6 Stunden mit Ozon behandelt, dann 30 Minuten 
auf dem Wasserbade erhitzt und im Vakuum abgedampft. Der 
dige Riickstand wurde unmittelbar mit Kalkwasser verseift. Dabei 
schied sich auf dem Wasserbade langsam ein feinkérniger Nieder- 
schlag ab, der noch 1 Stunde mit verdiinnter Essigsiure erhitzt 
wurde. Ausbeute: 60 mg Calciumoxalat. 

4,905 mg Subst.: 1,795 mg CaO, 4,340 mg CaSQ,. 

CaC,0,-H,O (146,08) Ber. 27,48 Gef. 26,16, 26,04 

Nach dem Auflésen in verdiinnter H,SO, wurde die ent- 
sprechende Menge n/10-Permanganatlésung verbraucht. 


l-Sorboson. 1-Sorbose wurde in gréSeren Ansitzen aus Sorbit 
nach Bertrand mit Bacterium xylinum dargestellt. Dabei be- 
wahrte sich zur Verringerung der Infektionsgefahr ein Zusatz von 
0,5°/, Essigsiiure nach Schlubach!’). Die Sorbose wurde nach 








1) Schlubach u. Vorwerk, Ber. chem. Ges. 66, 1251 (1933). 
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K. Fischer zum Sorbosazon umgesetzt und dieses zur Reinigung 
mit einem Gemisch gleicher Teile Alkohol—Aceton unter nach- 
triiglichem Zusatz yon Ather—Petrolither umkrystallisiert. 

15 g 1-Sorbosazon werden in 1,5 Liter Wasser und 300 ccm 
Alkohol hei® gelést und in einem 3-Literkolben unter Rihren 
mit 22 ccm Benzaldehyd und 14 ccm LEisessig 11/, Stunden am 
Riickflu8 gekocht. Es wird unter Riihren erkalten gelassen, vom 
auskrystallisierten Benzaldehyd-phenylhydrazon abgesaugt und das 
Filtrat 5mal mit reichlich Ather ausgeiithert. Die hellgelbe 
wiBrige Lisung wird im Vakuum weitgehend eingedampft, durch 
Schiitteln mit Tierkohle entfirbt und die farblose Endlésung im 
Vakuum vollstindig zur Trockne verdampft. Der zuriickbleibende 
Sirup wird mit absolutem Alkohol durchgerieben und yon nicht 
gelésten Flocken abgesaugt. Diese Lisung wird nochmals im 
Vakuum zur Trockne eingedampft: 2,8 g fast farbloses Sorboson. 
Nach kurzem Trocknen im Hochvakuum ist es analysenrein und 
bildet eine weiBe schaumige Masse. 


Zur Analyse im Hochvakuum bei 56° konstant getrocknet. 
4,583 mg Subst.: 6,740 mg CO,, 2,450 mg H,0. 

C,H,.0, (178,1) Ber. C 40,45 H 5,62 Gef. C 40,11 5,98 
[a]2° = — (100+0,079) : (1+1,11) = — 6,35° (Wasser). 


Oxydation des l-Sorbosons zur 1-Sorburonséure. 5,5 ¢ Sorboson 
in 350 ccm Wasser gelést werden unter Hiskiihlung mit 2,3 ccm 
Brom versetzt, das sich beim Schiitteln leicht lést. Die klare, 
orangerote Lésung wird bei Zimmertemperatur 4 Tage im Licht 
(nicht direktes Sonnenlicht) stehen gelassen, iiberschiissiges Brom 
durch 1 stiindiges Durchleiten eines kriftigen Luftstroms entfernt 
und die fast farblose Lésung unter Riihren mit Bleicarbonat 
neutralisiert. Nach Absaugen des Bleibromids wird das Filtrat 
mit Schwefelwasserstoff zerlegt und vom Bleisulfid abfiltriert. 
Das Filtrat wird im Vakuum vollkommen eingedampft, es hinter- 
bleiben 5—6 g farbloser Sirup mit kleinen Krystillchen durch- 
setzt (Gemisch von Sorburonsiure und Lacton). 


Na-Salz der 1-Sorburonséure. Obiger Sirup wird in 10 ccm 
Alkohol gelést, dann mit wiBriger Natronlauge neutralisiert und 
Alkohol bis zur beginnenden Triibung zugegeben. Nach einigem 
Stehen in Eis haben sich schéne farblose Krystalldrusen abge- 
schieden, abgesaugt etwa 1g (der Rest der Saiure liegt wahrscheinlich 
als Lacton vor). Nach 2maligem Umkrystallisieren (in der 10fachen 
Menge heiBem Wasser gelést und die 25fache Menge Alkohol 
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gugegeben) analysenrein, Schmelzp. 145° (unter Zers.). Das Salz 
enthalt 1 Mol Krystallwasser, das beim Trocknen im Hochvakuum 
bei 80° abgegeben wird. 

Bei gewohnlicher Temperatur im Hochvakuum iiber P,O, getrocknet: 

2,995 mg Subst.: 0,910 mg Na,SQ,. 

C,H,O,Na-H,O (234,1) Ber. Na 9,83 Gef. Na 9,86. 

Bei 80° im Hochvakuum iiber P,O; konstant getrocknet: 

18,890 mg Subst.: Abnahme 1,310 mg (= 6,93°/,, fiir 1 Mol H,O 
ber. 7,69 °/,). 

16,960 mg Subst.: 5,575 mg Na,SO,. — 5,990 mg Subst.: 7,310 mg 
CO,, 2,400 mg H,0O. 

C,H,0,Na (216,1) Ber. Na 10,65 C 33,32 H 4,17 
Gef. ,, 10,64 ,, 33,29 ,, 4,48. 
[o]2° = — (100+0,23°) : (1-0,98) = — 23,6° (Wasser). 

Das neutrale Filtrat vom krystallisierten Na-Salz wird nach 
langerem Stehen wieder sauer. Durch neue Neutralisation und 
Kinengen lassen sich weitere Portionen Na-Salz gewinnen. Be- 
handlung mit iiberschiissiger Lauge in der Wirme wurde mit 
Riicksicht auf die eintretende Umlagerung unterlassen. 

Brucinsalz der 1-Sorburonsiure. 400 mg Sorburonsiure in 
5 com H,O gelést werden mit Brucin gesittigt (auf dem Wasser- 
bad), nach dem Erkalten abgesaugt und das Filtrat 3mal mit 
Chloroform ausgeschiittelt. Die waBrige Lésung wird im Vakuum 
eingedampft und der zuriickbleibende Sirup mit Alkohol angerieben. 
Nach lingerem Stehen in Eis scheiden sich Krystalldrusen ab. 
Nach 3maligem Umkrystallisieren aus Alkohol Schmelzp. 146° 
(unter Zers-). 

Zur Analyse wurde bei gewéhnlicher Temperatur iiber P,O, getrocknet. 

4,790 mg Subst.: 0,210 cem N, (20°, 7388 mm). — 4,481 mg Subst.: 
9,520 mg CO,, 2,530 mg H,0. 

C,;H,,0,N.*C,H,,0,*H,O (506,3) Ber. C 57,40 H 6,26 N 4,63 

Gef. ,, 57,93 ,, 6,32 ,, 4,96. 

Umlagerung der 1-Sorburonsdure in das Vitamin C. 5 g 1-Sor- 
buronsiiure (bzw. 5,5 g Na-Salz werden in 10 ccm ausgekochtem 
und unter N, erkaltetem Wasser gelést und unter Rihren und 
Kiskiihlung mit 40 ccm Natronlauge (1:1) tropfenweise versetzt 
(diese und die folgenden Operationen wurden, solange die Reak- 
tion alkalisch war oder Bleisalz enthielt, unter Stickstoff, sonst 
unter CO, ausgefiihrt, die Lésungsmittel wurden vorher unter 
Stickstoff ausgekocht) Dann wurde bei Zimmertemperatur 
1 Stunde stehen gelassen und anschlieBend unter Kiihlung mit 
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Kaltemischung und kraftigem Riihren unter tropfenweiser lang- 
samer Zugabe von 100 ccm gekiihlter Salzsiure angesiuert. 
Das Reduktionsvermégen gegeniiber Jodlésung unmittelbar vor 
dem Ansiiuern mit Salzsiure (Zugabe von Essigsiéure) betrigt 
etwa 40°/,. 

Z. B. 1 Probe der alkalischen Liésung, enthaltend 24,0 mg Ausgangs- 
material, verbraucht nach Ansiuern mit Essigsiure 12,10 ecm 0,01/n-J,- 
Lésung = 42,5°/, Reduktionsvermégen (auf C,H,O, berechnet). 

Nach dem Absaugen vom abgeschiedenen Kochsalz wird die 
salzsaure Liésung an der Olpumpe im Hochvakuum schnell ein- 
gedampft und zyr Entfernung der Salzsiure 2 mal mit Alkohol— 
Ather aufgenomMen. Der Riickstand wird mit 100 ccm absolutem 
Alkohol gut durchgerieben, vom ungelisten Kochsalz abgesaugt 
und das dunkelgelbe Filtrat im Vakuum vollstandig eingedampft. 
Dieser Riickstand, 3—4 g, enthilt bis zu 280 mg Jod reduzierende 
Substanz. Der Gehalt wird durch Titration eines aliquoten Teiles 
mit n/100-Jodlésung festgestellt. 

Z. B. 26,6 mg verbrauchten 3,05 ccm 0,01 n-Jodlésung, entspricht 10,4°/, 
Vitamin. 

Zur Anreicherung des Vitamins wird der Riickstand in Wasser 
gelést, mit Ammoniak neutralisiert und mit Bleiacetatlésung gefallt. 
Es hat sich als praktisch erwiesen, die Fillung in einem groBen 
Zentrifugenglas vorzunehmen, nach Fiillen mit Stickstoff mit einer 
Gummikappe zu verschlieBen und das Bleisalz zu zentrifugieren. 
Die klare iiberstehende Lésung wird einer weiteren Bleifillung 
nach Zugabe von mehr Ammoniak bis zu schwach _basischer 
Reaktion unterworfen. Die beiden Bleiniederschlige, die sich auch 
zusammen in einem Ansatz fallen lassen, werden im gleichen 
Zentrifugenglas in Wasser aufgeschlimmt und mit Schwefelwasser- 
stoff zerlegt, wieder mit Gummikappe zentrifugiert und die klare 
hellgelbe Lésung im Vakuum zur Trockne verdampft. Es hinterbleibt 
ein hellbrauner Sirup, etwa 6—800 mg mit 22°/, Gehalt Vitamin. 

2,50 mg Sirup verbrauchten 0,62 cem 0,01 n-Jodlésung. 


Eine weitere Anreicherung wird dadurch erreicht, daB man 
den Sirup in etwa 5ccm Alkohol list und mit der 6 fachen Menge 
absolutem Ather braune Flocken ausfillt, von denen abgesaugt 
wird. Das Filtrat wird im Vakuum abgedampft und der nunmehr 
iiber 30°/,ige Riickstand mit sehr wenig von einem Gemisch 
von Alkohol—Benzin 1:1 durchgerieben. Nach dem Stehen in 
Kis scheiden sich farblose Krystalldrusen ab, die abgesaugt und 
mit dem gleichen Lésungsmittelgemisch gut ausgewascher werden. 
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Erste Portion etwa 20 mg, durch Eindampfen der Mutterlaugen 
und neues Durchreiben werden weitere Anteile gewonnen. Nach 
zweimaligem Umkrystallisieren aus Alkohol—Ather—Petroliither 
zeigten die Krystalle den Schmelzp. 184°, eine Mischprobe mit 
natiirlichem Vitamin vom gleichen Schmelzpunkt gibt keine De- 
pression. 

Zur Analyse wurde bei 60° i. V. konstant getrocknet. 

1,040 mg Subst. verbrauchten 1,20 cem 0,01 n-J,-Lésung. — 4,481 mg 
Subst.: 6,710 mg CO,, 1,890 mg H,0O. 

C,H,O0, (176) Ber. C 40,91 H 4,55 Jodiquivalent 176 

Gef. ,, 40,83 ,, 4,61 7 170. 


Mikrodrehung: [a]?° = + 23,1° (3,632 mg Subst. in 0,302 ccm H,0, 
a = + 27,8°, 1 dm-Rohr). 

Monoacetonverbindung des synthetischen Vitamins. 9 mg des 
synthetischen Vitamins werden mit 1 ccm absolutem Aceton und 
60 mg wasserfreiem Kupfersulfat 40 Stunden auf der Maschine 
geschiittelt. Es wird davon abgesaugt und das Filtrat unter CO, 
eingedunstet. Der krystalline Riickstand wird aus Aceton unter 
Zusatz von Petrolither umkrystallisiert. Schmelzp. 218—220°. 
Mit Acetonverbindung aus natiirlichem Vitamin erfolgt keine De- 
pression des Schmelzpunites. 


Verhalten der Ascorbinsaure in starker Natronlauge. 19,5 mg 
reines Vitamin werden im Me8kélbchen in 2 ccm 30°/, iger Natronlauge gelést. 


Sofort nach Auflésung: [a]2° = + (100-1,51): (1-0,975) = + 155,0° 
Der Drehwert iindert sich in 2 Tagen nicht, das Reduktionsvermégen 


gegentiber Jodlésung nur wenig. 
0,30 ccm der Lésung = 2,9 mg Subst. verbrauchten 0,31 ccm 0,01 n- 


Jodiseung. Jodiquivalent Ber. 176 Gef. 187 

Demnach ist noch 95°/, unverandertes Vitamin vorhanden. 

0,5 g Vitamin wurden in 1 ccm Wasser gelést, 4ccm Natron- 
lauge (1:1) hinzugegeben und 1 Stunde aufbewahrt. Dann wurde 
in Kaltemischung vorsichtig mit 30°/, iger Essigsiure neutralisiert 
und im Vakuum abgedampft. Der Riickstand enthielt neben der 
durch Jodtitration ermittelten Gesamtmenge an ascorbinsaurem 
Natrium das Natriumacetat. Dies wurde gréBtenteils durch Aus- 
kochen mit absolutem Alkohol entfernt und der nun verbleibende 
Riickstand aus 80°/,igem Alkohol umkrystallisiert. Das so er- 
haltene, fast reine ascorbinsaure Natrium (450 mg) ergibt nach 
dem Zerlegen mit Salzsiure, Abdampfen, Ausziehen mit absolutem 
Alkohol (Riickstand Kochsalz), Einengen und Ausfallen mit Ather— 
Petrolither das Vitamin selbst. 

Identifiziert wurde durch Mischschmelzpunkt, Jodtitration und 
Drehung. 








Der Austausch des Wassers im Fischkérper. 
Von 
Georg von Hevesy und Erich Hofer. 


(Aus dem Institut fiir physikalische Chemie, Freiburg i. Br.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Mirz 1933.) 


Besteht ein Austausch zwischen den Wassermolekiilen des 
Fischkérpers und des umgebenden Wassers, und wenn ja, wie 
rasch erfolgt der Austausch der Wassermolekiile zwischen dem 
Wasser und dem Fischkérper? Diese und ihnliche Fragen lassen 
sich mit den tiblichen Methoden der Chemie und Physik nicht 
beantworten, denn sie verlangen das Vorhandensein einer Sub- 
stanz, die weitgehend die Eigenschaften der Wassermolekiile zeigt, 
diese ersetzen kann und gleichzeitig doch auf irgendwelche Weise 
von den Wassermolekiilen unterscheidbar ist. Chemisch ,,praktisch 
identisch* und dabei doch unterscheidbar sind die Isotope des- 
selben Elementes; die Atome des Chlorisotops, dem die Masse 37 
zukommt, kénnen z.B. in chemischer Hinsicht die Chloratome von 
der Masse 35 praktisch vollkommen ersetzen. DaB ein Austausch 
von Cl**-Atomen durch Cl®" bei einem Vorgang erfolgt ist, laBt 
sich etwa dadurch nachweisen, dab man nach Uberfiihrung des 
Chlors in NaCl die Dichte der gesiittigten Kochsalzlésung miBt, 
die jetzt gréBer ausfallen wird als vor dem Austauschvorgang, 
da die Dichte des Cl®’ gréBer ist als die des Cl®* In einer 
Reihe von Fallen, wenn nimlich das als Indicator fiir den Aus- 
tausch dienende Isotop radioaktive Eigenschaften aufweist, lassen 
sich die Dichtemessungen durch die viel einfacheren radioaktiven 
Messungen ersetzen. Es waren daher die radioaktiven Isotope 
des Bleis, Wismuts, Thoriums usw., die zuerst als Indicatoren 
im obigen Sinne herangezogen worden sind.') So wurde in der 
Lésung einer organischen Bleiverbindung radioaktives Bleichlorid 
geliést und man untersuchte nach erfolgter Trennung beide Blei- 
verbindungen auf Radioaktivitit. Es zeigten sich die organischen 





1) G. v. Hevesy u. F. Paneth, Z. anorg. Chem. 82, 322 (1913). 
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Verbindungen ') weiterhin inaktiv, woraus die Foigerung gezogen 
werden konnte, daB das ins organische Radikal eingebaute Blei- 
atom am Austauschvorgang nicht teilnimmt. Ein positives Er- 
gebnis, eine gleichmaéBige Verteilung der Radioaktivitiit wurde 
dagegen erzielt bei Vermengung und nachfolgender Trennung 
einer Lésung von Bleichlorid mit radioaktivem Bleinitrat oder 
einer Plumboacetatlésung mit einer radioaktiven Plumbiacetat- 
lésung. Auch zur Lésung biochemischer Probleme wurden die 
radioaktiven Indicatoren herangezogen, etwa zur Ermittlung, in 
welcher Form das von den Pflanzen aufgenommene Blei sich in 
ihnen befindet?). 

Die Entdeckung, daB der Wasserstoff neben einer Atomart 
von der Masse 1 auch eine von der Masse 2 enthilt, durch Urey °) 
und seine Mitarbeiter erméglicht es nunmehr, auch das Wasser- 
stoffisotop von der Masse 2 als Indicator des Wasserstoffs zu 
verwenden, also eines Klementes, dem in der organischen Chemie 
eine hervorragende Rolle zukommt. Allerdings nimmt das Wasser- 
stoffisotop eine Sonderstellung unter den Isotopen ein; infolge 
des besonders einfachen Baues des Wasserstoffatoms sowie des 
100°/,igen Unterschiedes der Masse der zwei Wasserstoffisotope 
ist das H? nicht mehr chemisch praktisch identisch mit dem H! 
und darf deshalb nur mit gréBter Vorsicht als Indicator des 
letzteren verwendet werden. Diese Sonderstellung des H? be- 
wirkte auch, daB ihm ein besonderer Name, Diplogen, zugeteilt 
wurde. 

Von einer verdiinnten Lésung von H?0 in H,O, von Diplogen- 
wasser in gewohnlichem Wasser, kann jedoch angenommen werden, 
daB sie mit dem Wasser eine geniigende Ahnlichkeit aufweist, 
um es mit dem letzteren als chemisch weitgehend dhnlich be- 
trachten zu kénnen und es als Indicator des Wassers heranzu- 
ziehen. 

Im Gegensatz zu den Isotopen der iibrigen Elemente laBt 
sich die Anreicherung des Diplogens im Wasser leicht auf elektro- 
lytischem Wege erreichen, wie das besonders aus den Arbeiten 
von G.N. Lewis‘) hervorgeht. Wir verwendeten zu unseren Ver- 
suchen ,schweres“ Wasser, dessen Gehalt an H? auf elektro- 





1) G. v. Hevesy u. L. Zechmeister, Ber. chem. Ges. 53, 410 (1920). 
*) G. v. Hevesy, Biochemic. J. 17, 439 (1923). 
8) H.C. Urey, F.G. Brickwedde u. G.M. Murphy, Physical. Rey. 


39, 164 (1932). 
4) G.N. Lewis u. R. T. Mac Donald. J. Chem. Phys. 1, 341 (1933). 
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lytischem Wege angereichert worden war und 0,45 Mol H?0 pro 
100 Mol Gesamtwasser betrug. Zum Vergleich sei erwihnt, dab 
das ,gewdhnliche* Wasser 0,02 Mol H?0 enthalt. Die Unter- 
scheidung der verschiedenen Wasserarten erfolgte auf Grund von 
Dichtemessungen. Auf die angewandte Methode der Dichtebestim- 
mung werden wir spater zuriickkommen. 


Austausch des Wassers zwischen der Umgebung und dem Fischkérper. 


Etwa 10 Goldfische vom Einzelvolumen von 2,3—3,2 ccm 
wurden in schwerem Wasser (Wasser 0,45 Mol.-°/, H?O enthaltend) 
untergebracht. Nach 1—15 Stunden wurde die Dichteabnahme 
des schweren Wassers festgestellt und daraus die Wassermenge 
berechnet, die aus dem Fischkérper in das umgebende Wasser 
ausgetreten ist und umgekehrt. Ferner wurde die Geschwindig- 
keit ermittelt, mit der bei diesen Versuchen das vorher auf- 
genommene schwere Wasser abgegeben wird, wenn die Fische in 
gewohnliches Wasser zuriickgebracht werden (Gegenversuch). Die 
Ergebnisse zeigen die Tab. I und II, aus deren Zahlen hervor- 
geht, da8 bereits nach wenigen Stunden ein praktisch vollstindiger 
Wasseraustausch zwischen dem Fischinnern und dem umgebenden 
Wasser stattfindet. 

Tabelle [a. 


Fischversuche mit schwerem Wasser. 















































Goldfische. 
Dauer des Versuchs .......... 1 Std. | 4 Stdn. | 15 Stdn. 
GréBe der Fische in com. ....... 3,2 + 0,9] 3,2 + 1,1] 2,3 + 0,6 
Ausgangsgehalt}) in 9, H30 ...... 0,430 0,430 0,430 
Nach dem { Gehalt im AuB8enraum .. . 0,304 0,306 0,302 
Versuch | Gehalt im Fischinnern . . . 0,273 0,268 0,263 
Tabelle IIa. 
Gegenversuche mit gewéhnlichem Wasser. 
Goldfische. 
Dauer des Gegenversuchs. ....... 1 Std. 4 Stdn. | 10 Stdn. 
Ausgangsgehalt des Fisches in °/, H30 . 0,273 0,268 0,263 
Nach dem { Gehalt des AuBenwassers . . 0,065 0,085 0,037 
Versuch | Gehalt des Fischinnern. . . 0,134 0,088 0,037 














1) Der Ausgangsgehalt wie alle Angaben iiber den Gehalt an H30 
(sechweres Wasser) beziehen sich auf das gewéhnliche Wasser, das bereits 


0,02 Mol.-°), H20 enthiilt. 
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Tabelle Ib. 
Ergebnisse von [a anders dargestellt. 
Erwartete Abnahme’) | Gefundene les 
Stq, | 22 HO im Falle eines pee, 
* | vollstindigen Wasser- . 7 . 
ausgleichs in °/, in °/, 
1 32 30 
4 32 29 
15 33 30 
Tabelle ILb. 
Ergebnisse von Ila anders dargestellt. 
Im Falle eines 
Ausgangsgehalt vollstindigen Gefundene 
Std. |des Fischinnern| Wasserausgleichs | Abnahme 
erwartete Abnahme 
in %/, H20 in °/, aie", 
1 0,27 68 51 
4 0,27 68 67 
15 0,26 86 86 
Dieses Ergebnis gilt zunichst fiir kleine Fische. Im Falle 


eines Goldfisches vom Sfachen Volumen fanden wir einen etwas 
langsameren Austausch, wie aus den Tab. III und IV hervorgeht. 


Tabelle II. 


Fischversuche mit schwerem Wasser. 
GriéBere Goldfische. 
































Erwartete Abnahme an H20 
ii 5 nile it Gefundene Ab- 
GréBe in cem | Stdn. im Falle volistindigen ; 
Wasserausgleichs nahme an HO in "/, 
25 2 33 28 
Z. Vergl. 3,2 1 32 30 
Tabelle IV. 
Gegenversuche mit gewé6hnlichem Wasser. 
GréBere Goldfische. 
Im Falle eines 
Ausgangsgehalt volistindigen a 
GréBe in ccm | Stdn. | des Fischinnern | Wasserausgleichs an H20 
in °/, H20 erwartete Ab- ‘i of: 
nahme in °/, o 
25 2 0,24 67 57 
3,2 1 0,27 68 51 
4. Vergl. 8,2 4 0,27 68 67 





1) Berechnet 











als ob das gesamte Fischvyolumen aus Wasser bestiinde. 
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Wir haben ferner Versuche mit toten Goldfischen angestellt 
(1/, Stunde nach erfolgter Tétung) und eine langsamere Austausch- 
geschwindigkeit gefunden (Tab. V). Zum selben Befund gelangten 
wir beim Vergleich der Austauschgeschwindigkeit fiir kleine und 
gréBere Karpfen bzw. WeiBfische, wie aus Tab. VI und VII ersichtlich. 


Tabelle V. 


Fischversuche mit schwerem Wasser 


Tote Goldfische. 














Erwartete Abnahme an Gefundene 
Stdn. | H20im Falle vollstindigen| Abnahme an H20 
Wasserausgleichs in °/, im *, 
2 34 15 
15 36 33 











Tabelle VI. 


Fischversuche mit schwerem Wasser. 
WeiBfische und Karpfen. 








Erwartete Abnahme an H30 
Stdn. |im Falle vollstindigen Wasser- 
ausgleichs in °/, 





Gefundene Abnahme 
an H?0 in %, 





91/, 33 32 














17'/, 33 25 
Tabelle VIL. 


Gegenversuche mit gewéhnlichem Wasser. 
WeiBfische und Karpfen. 

















Im Falle eines 
GréBe Ausgangsgehalt vollstiindigen Gefundene 
ean Stdn. | des Fischinnern | Wasserausgleichs | Abnahme in 
in °/, H20 erwartete Ab- "le 
nahme in 9%, 
“7 91/, 0,28 66 56 
6,7 17/4 0,22 67 63 











Zur Kontrolle der erzielten Ergebnisse haben wir in einem 
Falle den Wasserinhalt der Goldfische, der sich zu 81°/, ergab, 
nach der Behandlung mit schwerem Wasser abdestilliert und seine 


Dichte ermittelt. 


Wir fanden darin einen H?O0-Gehalt von 


0,292 Mol.-°/,. Aus der Dichte des AuBenwassers nach dem Versuch 
hatte sich der Durchschnittsgehalt des gesamten Fischvolumens 
an H?O zu 0,263°/, ergeben, woraus sich der Wassergehalt der 
Fische zu 90°/, berechnet. 

Kine Mikroanalyse der Fische zeigte das folgende Ergebnis: 
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Wassergehalt (bei gewohnl. Temp. entzog.). . . . . . . 79 Gew.-°/, 
‘ (,, 110° entzogen) . clk ae + 
Wassergegenwert der Trockensubstanz (dureh Verbrennung 
ermittelt) . . . . » « « « + 10,2—10,3 _ 
Gesamtwassergegenwert i ciicad gp i 90,8—90,9 o 


Beim Vergleich der gefundenen Zahlen muf beriicksichtigt 
werden, daf die ermittelte Zahl von 81°/, sich auf tote Fische 
bezieht, die AuBerlich abgetrocknet waren, wihrend die friiher er- 
wihnten 90°/, sich auf lebende Fische beziehen, die nicht giinz- 
lich vom anhaftenden Wasser befreit werden konnten. 


Uber die Austauschbarkeit 
des an Kohlenstoff gebundenen Wasserstofis im lebenden Fischkorper. 


Die oben besprochenen Versuche ergaben, daB der gesamte 
Wassergehalt der Fische einem glatten Austausch zuginglich ist. 
{s sollte nunmehr untersucht werden, ob die an Kohlenstoff ge- 
bundenen Wasserstoffatome in Austauschvorgiinge eingehen.') Wir 
haben zu diesem Zwecke die Trockensubstanz einiger Fische ver- 
brannt, die 15 Stunden im schweren Wasser gewesen waren, und 
die Dichte des erhaltenen Wassers gemessen. Die Messung er- 
gab, daB weniger und méglicherweise viel weniger als 10°/, des 
Wasserstoffgehaltes der Trockensubstanz des Fischkérpers inner- 
halb von 15 Stunden an einem Austausch mit schwerem Wasser- 
stoff (Diplogen) teilnahmen. Eine Entscheidung dieser Frage mit 
einer gréBeren Genauigkeit als die obige bietet groBe Schwierig- 
keiten, denn bei linger dauernden Versuchen erfolgt ein nicht 
mehr vernachlissigbares Wachstum des Fischkérpers, wobei auch 
Diplogenatome des Wassers herangezogen werden und eine Unter- 
scheidung zwischen H?, das auf diese Weise in den Fischkérper 
gelangt ist, und dem H?, das durch Austausch aufgenommen 
worden ist, 1iBt sich kaum mehr treffen. Wir sind zur Zeit mit 
Versuchen beschiftigt, bei denen Fische in schwerem Wasser auf- 
wachsen. Die Analyse der Trockensubstanz der Fische soll dann 
ergeben, ob zur Bildung der organischen Stoffe des Fischkérpers H! 
und H? im Verhiltnis ihrer Konzentrationen beansprucht werden 
oder nicht. 

Die Dichtemessungen. 

Die Dichte des Wassers wurde nach einer Schwebemethode 
bestimmt. Es wurde der Unterdruck festgestellt, bei dem ein 
mit einer elastischen Glasmembran versehener Schwimmer von 





1) Vgl. dazu K. F. Bonhoeffer u. G.W. Brown, Z. physik. Chem. 
B 23, 171 (1933). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemfe, COXXYV. 3 
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etwa 10 ccm Rauminhalt zum Schweben gebracht werden kann. 
Eine ahnliche Methode beniitzte G. N. Lewis?), der durch Vari- 
ation der Temperatur den angestrebten Zustand erreicht hat, 
andrerseits zeigt die von uns angewandte Methode in manchen 
Punkten Ahnlichkeit mit der von Stern und Vollmer?) bzw. 
Gilfillan und Polanyi’) beschriebenen. Die Messungen wurden 
in einem Thermostaten ausgefihrt, der auf 0,002° konstant ge- 
halten wurde. Je nach dem Gehalt an H?O wurde der Dichte- 
vergleich zwischen gewéhnlichem und schwerem Wasser bei ver- 
schiedenen Temperaturen ausgefiihrt, um den Unterdruck, der an 
einem Wassermanometer abgelesen wurde, nicht zwischen zu 
groBen Grenzen variieren zu miissen. Der Variationsbereich des 
letzteren betrug O—140 cm Wassersiule, der des Temperatur- 
gebietes 18,5—21,3°. Die Elastizitiit der Schwimmermembran 
war so gewihlt, daB etwa 3,7 cm Unterdruck einen Dichteunter- 
schied von 1,0-10~* cm anzeigte, so daB noch eine Einheit an 
der 6. Dezimalen bestimmt werden konnte, wobei noch der Baro- 
meterstand beriicksichtigt werden mute. Schwieriger als die 
Dichtemessung gestaltet sich die vollstindige Siuberung des 
Wassers. Nach der Entfernung der Fische enthilt das Wasser 
reichlich organische Substanz, die durch Kochen mit KMnO, und 
daraufhin durch Abdestillieren, dann durch Kochen nach Na,0O,- 
Zusatz und Abdestillieren zerstért und entfernt wird, wobei diese 
Operationen abwechselnd hiiufig wiederholt wurden. Auf Ab- 
wesenheit von geléster Luft wurde besondere Sorgfalt verwendet. 


Zusammenfassung. 

Bei Fischen ist der gesamte Wassergehalt einem verhiiltnis- 
miBig raschen Austausch mit dem Wasser der Umgebung zu- 
ginglich. Die Austauschgeschwindigkeit ist so groB, daB bei 
kleinen Goldfischen innerhalb weniger Stunden das Austausch- 
gleichgewicht erreicht wird. Mit zunehmender GréBe der Fische 
nimmt die Austauschgeschwindigkeit ab. Nach der Tdtung 
tauschen die Fische das Wasser langsamer, doch noch immer mit 
bemerkenswerter Geschwindigkeit aus. 

Die an Kohlenstoff gebundenen Wasserstoffatome des Fisch- 
kérpers nehmen an dem Austauschvorgang nicht oder nur in ge- 
ringem Ausmafge teil. 





1) G.N. Lewis u. R. T. Mac Donald, a. a. O. 
2) O. Stern u. M. Vollmer, Ann. Physik. 59, 225, (1919). 
8) E. 8. Gilfillan u. M. Polanyi, Z. physik. Chem. A 166, 254 (1933), 
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Methodisches zur Milchsdéurebestimmung. 


Von 
Hans J. Fuchs und Johannes Britiggemann. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Tierirztlichen Hochschule Berlin.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Miirz 1934.) 





Die von dem einen von uns’) bereits publizierte Verbesserung 
der Destillationsapparatur zur Milchsiurebestimmung war der erste 
Schritt auf der geplanten allgemeinen Suche nach Fehlern, die 
den Verfahren der Milchsiurebestimmung im Blut anhaften, bei 
denen nach EnteiweiBung und Entzuckerung die im Restfiltrat 
enthaltene Milchsiure als Aldehyd mengenmifSig bestimmt wird. 

Da im allgemeinen bei den meisten biologischen Milchsiiure- 
analysen Serienuntersuchungen ausgefiihrt zu werden pflegen, war 
das nichste Augenmerk auf die Verwendung recht geringer Blut- 
mengen bei trotzdem gréBter Genauigkeit zu richten. In aller- 
erster Linie war daher eine méglichst verlustarme Durchfiihrung 
der Enteiwei8ung und Entzuckerung ins Auge zu fassen. Weiterhin 
muBte systematisch nach dabei entstehenden Fehlerméglichkeiten 
gesucht werden. Im folgenden werden diese Kinzelheiten kurz 
besprochen. 

Als EnteiweiBungsmethode bewahrte sich am besten die mit 
Kupfersulfat—Natronlauge, die den groBen Vorteil bietet, daB sich 
das fir die spiitere Entzuckerung durch Kupfer—Kalk-Fiallung 
notige Kupfersulfat bereits in der enteiweiBten Loésung befindet 
und somit eine Arbeit-, Zeit- und Materialersparnis erzielt wird. 
Fiir unsere sehr zahlreichen Serienanalysen gingen wir dabei in 
folgender Weise vor: Mit einer Blutprobe wurden stets drei 
Parallelbestimmungen vorgenommen und dazu drei 50 ccm-Meb- 
kolben mit je 5 ccm n/10-Natronlauge und 5 ccm kaltgesittigter 
Kupfersulfatlésung, die wir aus Biiretten zuflieBen lieBen, be- 
schickt. Das Blut wurde den Versuchstieren — meist Schafen — 
ohne groBe Stauung der V. jugularis durch Punktion entnommen 





1) H.J. Fuchs, Diese Z. 221, 271 (1933). 
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und in mit wenig trockenem Natriumfluorid versetzten Zentrifugen- 
glischen aufgefangen. Die zur Analyse benétigten Blutmengen 
(je 1,0 ccm) wurden rasch in die mit frisch gefalltem Cu(OH), ver- 
sehenen MeBkolben abpipettiert, wobei fiir jede Abmessung eine 
neue trockene Pipette (die auf Ausspiilen bemessen sein muf) ver- 
wendet wurde. Um die im Rohr hingenbleibenden wechselnden 
Mengen Blut mit zu erfassen, spiilten wir jede Pipette so lange 
mit destilliertem Wasser in den jeweiligen MeBkolben aus, bis 
die Pipette sauber erschien. Damit eine gleichmiBige Eiweib- 
fallung erzielt wird, soll der Mafkolben einige Male langsam 
und vorsichtig geschwenkt werden — rasches und starkes Schiitteln 
fiihrt zu einer Schaumbildung, die das darauf folgende Auffiillen 
mit destilliertem Wasser bis zur Marke auBerordentlich erschwert. 
— Nachdem die derart gefiillten Kélbchen etwa !/, Stunde ver- 
schlossen gestanden haben, wird ihr Inhalt entweder in einem 
passend groBben Zentrifugenglas zentrifugiert, oder — wenn eine 
Zentrifuge nicht vorhanden ist — vermittels einer geeigneten 
Filtrationsvorrichtung (vgl. unten) vollkommen klar filtriert. 

Zu letzterem Arbeitsgang ist folgendes zu bemerken: schon 
friiher hatte der eine von uns (F’.) gefunden, daB Filtrierpapiere 
verschiedenster Herkunft verschieden groBe, aber immer noch 
recht betriichtliche Mengen einer Substanz an das Filtrat ab- 
geben, die die ,,Milchsiureausbeute“ erhéht. Diese unverdffent- 
lichte Beobachtung ist neuerdings von Wendel?) bestitigt worden. 
Aus diesem Grunde wird iiber Glaswolle filtriert. Fiir diesen 
Zweck wurde eine Filtriervorrichtung gebaut (vgl. Figur), die die 
Filtration an der Wasserstrahlpumpe auf einfache und rasche 
Weise erméglicht. Die Verengerung des Filtriertrichters wird 
mit einer kleinen Glasperle verschlossen, auf die dann kurze 
,flaumige“ Glaswolle fest mit einem Glasstab gepreBt wird. Will 
man den Filterkérper wechseln, so braucht man nur von unten 
her mit einem Draht die Glasperle hochzudriicken, wobei sich 
die auf die Perle gepreBte Wollschicht von allein lockert und 
leicht entfernen lat. Uber das konische Ende wird ein diinner 
Gummischlauch gezogen und iiber diese Dichtung der Hals des 
GefiBes, das das Filtrat aufnehmen soll, gesteckt. 

Die gesamte, durch Zentrifugieren oder Filtration gewonnene, 
griinlich-klare, iiber 45 ccm betragende Lésung wird zu der jetzt 
folgenden Entzuckerung durch Kupfer—Kal)kfillung mit einer 





1) W. B. Wendel, J. of biol. Chem. 102, 47 (1933). 
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solchen Menge trocknen Calciumhydroxyds versetzt (zweckmaBiger- 
weise wieder in einem Zentrifugenglas), daB einmal das von der 
EnteiweiBung her in der Lésung noch befindliche Cupri-ion voll- 
stindig als Kupferhydroxyd ausfillt, andererseits die hellblaue 
Suspension deutlich lackmusalkalisch wird. Zum Abmessen dieser 
Ca(OH),-Menge geniigt ein Léffel von entsprechendem Fassungs- 
yermégen, oder ein Glasrohrstiick von passendem Durchmesser 
und entsprechender Linge, aus dem die Fiillung dann durch eine 
Art Stempel ausgestofen wird. Auch ist es natiirlich méglich, 


Groskuge/ — Chaswolle 








\) 











das Ca(OH), als Gewichtsmenge bestimmter GréBe (etwa 2,5 g) 
zuzusetzen. Die so vorbereitete Untersuchungslésung labt sich 
wohlverschlossen ohne Schaden 1—2 Tage im Lisschrank auf- 
bewahren. 

Vor der weiteren Verarbeituug wird die Suspension nochmals 
kriftig geschiittelt oder mit einem Glasstab aufgeriihrt und frihe- 
stens nach 1/, Stunde klar zentrifugiert, — oder — durch ein 
gleiches Glaswollfilter, wie beschrieben, klar filtriert. Auch das 
Zentrifugat, auf dem sich stets ein Carbonathautchen befindet, 
muB nochmals durch das Glaswollfilter gegossen werden. Sollte 
die Flissigkeit am Anfang triib hindurchlaufen, so mu nochmals 
filtriert werden. Bei lingerem Stehen — vor allem in unver- 
schlossenen GefaBen — triibt sich stets das Filtrat durch Bildung 
von CaCO,. Ebenso ,,beschligt“ der Filtrierapparat nach einiger 
Zeit. Die Triibung von Calciumcarbonat stért aber die Be- 
stimmung nicht. 

Bei ausreichender Sorgfalt im Filtrieren und vor allem nach 
lingerem Zentrifugieren lassen sich etwa 35—40 ccm des klaren 
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entzuckerten Filtrats erhalten, die nunmehr genauestens mit der 
Pipette abgemessen in den Oxydationskolben des Destillierappa- 
rates iibertragen werden. Nach Zugabe von 5 ccm Mangan- 
schwefelsiure wird der Kolben an die zur Destillation fertig- 
gemachte Apparatur angesetzt und mit der Oxydation begonnen. 
Hier weisen wir nochmals darauf hin, daB die Permanganat- 
zufuhr sehr langsam zu geschehen hat und daB der Luftstrom 
nicht zu stark sein darf. — Da in warmen Riiumen das Bisulfit 
schon einen betrichtlichen Dampfdruck besitzt und mit dem 
Dampf auch Aldehyd entweichen kénnte, haben wir fiir das 
Aldehydabsorptionsgefaé8 eine kleine, dem groBen Kihler parallel 
geschaltete Kiihlvorrichtung angebracht, die sich recht gut be- 
waihrt hat. 

Zur Bestimmung von etwa in den Reagentien oder im 
Apparat vorhandenen Verunreinigungen mu8 stets vor Beginn der 


eigentlichen Analysen ein ,,Blindversuch* — natiirlich in der 
gleichen Weise wie die eigentliche Bestimmung — also mit Ent- 
eiweiBung und Entzuckerung! — vorgenommen werden, dessen 


Wert von dem eigentlichen Resultat abgezogen werden mub. 
Wir nahmen die Bestimmung des Leerwertes zu Anfang des Ver- 
suchstages, in der Mitte und am Ende vor. Durchschnittlich 
betrug er 0,06—0,12 ccm n/200-Jodlésung. Es ist uns bisher 
noch nicht gelungen, trotz Verwendung der reinsten Reagentien 
und trotz sorgfaltigster Arbeitsweise diesen relativ hohen Wert 
wesentlich herabzudriicken. 

Nach Beendigung der Aldehyd-Destillation werden Vorlage 
und Riihrstab von der Apparatur genommen: die Titration beginnt. 

Als Ursubstanz dient arsenige Siure, die mindestens wichent- 
lich frisch in folgender Weise hergestellt wird. Es werden auf der 
Analysenwage 0,2474 g gewichtskonstanter gepulverter arseniger 
Siure (Acid. arsenicos. puly. pro analysi, Schering-Kahlbaum) 
eingewogen und gleich im Wagegliischen in wenig Kubikzenti- 
meter etwa 1n-Natronlauge gelist. Nach quantitativer Uber- 
fiihrung in einen 1000 ccm-Ma8kolben wird mit einem geringen 
Uberschu8 verdiinnter Schwefelsiiure und dann mit soviel festem 
Natriumbicarbonat versetzt, daB gerade die iiberschiissige Schwefel- 
siure neutralisiert wird, — ein kleiner Bicarbonatiiberschui 
schadet nichts! SchlieBlich wird mit destilliertem Wasser bis 
zur Marke aufgefiillt. 

Die Verwendung der arsenigen Siure bietet gegeniiber dem 
oft benutzten Thiosulfat den Vorteil der gréBeren Konstanz und 
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auberdem — dies erscheint uns das wichtigste — findet die 
endliche Titration mit Jod in alkalischem Milieu statt, also unter 
den gleichen Bedingungen wie bei der titrimetrischen Aldehyd- 
bestimmung. Nach Kolthoff}) laufen nimlich bei der Titration 
yon Jod mit Thiosulfat in alkalischem Milieu vor allem in sehr 
verdiinnten Lésungen Nebenreaktionen ab, die eine quantitative 
Bestimmung unméglich machen. Schon Kolthoff empfiehlt des- 
halb, bei starkerer Alkalinitét (etwa in Bicarbonatlésung) mit 
arseniger Siure als MaBlésung zu titrieren. 

Bei der Titration verfahren wir daher folgendermafen: Nach 
sorgfaltiger, tiglich erneut vorgenommener Titerstellung der Jod- 
lésung (etwa 1/200n) mit der in obiger Weise hergestellten n/200- 
Lisung von arseniger Saiure wird in dem BisulfitgefaB zuniachst 
das freie Bisulfit durch Titration mit etwa 1/2 n-Jodlésung zer- 
stért, wobei gegen SchluB der Reaktion zur Feineinstellung n/200- 
Jodlésung unter Anwendung des Stirke-Indikators bis zu einer 
leichten Blaufarbung, die nach Zugabe eines Tropfens n/200- 
As,O,-Liésung wieder verschwinden mu, gewihlt wird. Aus der 
Additionsverbindung des Acetaldehyds mit dem Bisulfit wird nun 
das letztere durch vorsichtige Alkalisierung mit nicht zuviel 
festem Natriumbicarbonat in Freiheit gesetzt, wobei darauf zu 
achten ist, daB die entweichende Kohlensiure keine Fliissigkeit 
zerstiubt. Mit dem Alkalisieren verschwindet natiirlich der blaue 
Farbton, da ja Bisulfit in Freiheit gesetzt wird. Aus der gleichen 
Mikrobiirette, aus der die genau eingestellte Jodlésung zur Fein- 
einstellung vor der Alkalisierung zugegeben wurde, wird jetzt 
eine geringe iiberschiissige, aber genau abgemessene Menge tropfen- 
weise unter Riihren so lange hinzugegeben, bis eine deutliche 
Blaufirbung vorhanden ist. Nach 6 Minuten Warten, wihrend 
dessen die Jodstirke-Farbe meist merklich schwicher, ge- 
worden ist, wird dann mit der arsenigen Siaure bis auf den 
gleichen Farbton wie vor der Alkalisierung zuriicktitriert. Aus 
der Menge der nach der Alkalisierung verbrauchten Jodlésung 
und ihres Titers, sowie der zur Riicktitration verwandten arsenigen 
Siiure, des Leerwertes und der Verdiinnungsverhiltnisse errechnet 
sich dann der Gehalt des Blutes an Milchsiiure (1 ccm n/200- 
Jodlésung entsprechen 0,225 mg Milchsiure). 

Beispiel einer Berechnung: Titerstellung 2 ccm n/200- 
As,O, entsprechend 1,96 ccm der verwendeten Jodlésung; der 





1) Kolthoff, Die MaBanalyse II, Berlin 1928. 


40 Fuchs u. Briiggemann, Methodisches z. Milchsdiurebestimmung. 


Faktor, mit dem man die titrierten Jodwerte multiplizieren muf, 
um ebenfalls 1/200-Normalitit der Jodlisung zu erhalten, ist also 
2/1,96=1,02. Der Leerwert betrug (schon auf 1/200n umgerechnet) 
0,06 ccm n/200-Jodlésung. Es wurden 35 ccm des entzuckerten 
Filtrates zur Oxydation und Destillation verwandt. Bei der 
Titration wurden verbraucht: 
0,53 cem der Jodl. = 0,54 eem n/200-Jodlésung 

0,12 cem n/200-As,O, wurden zuriicktitriert 

0,42 cem n/200-Jodl. wurden zur Titration verbraucht. 
Von diesem Wert ist aber noch der vorher ermittelte Leerwert 
in Héhe von 0,06 ccm n/200-Jod abzuziehen: = 0,36 ccm. Diese 
0,36 ccm entsprechen jetzt dem Milchsiuregehalt in 35 ccm Filtrat; 
sie ergeben auf 50 ccm Filtrat (= 1 ccm Blut!) umgerechnet 
0,51 ccm Jodlésung, d.h. die in 1 ccm Blut enthaltene Milchsiure 
entspricht 0,51 ccm einer n/200-Jodlésung. Da 1ccm einer 
solchen Jodlésung 0,225 mg Milchsiure entspricht, so enthielt die 
Blutmenge 0,115 mg Milchséure = 11,5 mg-°/,.. Zur Erleichterung 


dieser Berechnung verwenden wir einen Faktor, der sich, wie 
folgt, zusammensetzt: f = - - 0,225, wobei n die Zahl der Kubik- 
zentimeter des oxydierten Filtrates ist. Da wir meist 35 ccm 
dafiir verwenden, betrigt log f= 50708, d. h. mit diesem [/ ist 
die Zahl der Kubikzentimeter der titrierten Jodliésung (0,51 ccm 
im obigen Beispiel) zu multiplizieren, worauf sich dann die Menge 
der in 1 ccm Blut = 50 ccm Filtrat enthaltenen Milchsiure in 
Milligramm ergibt. 

Wir méchten noch erwihnen, dab wir von Zeit zu Zeit 
unsere Methode mit Lactatlésungen bekannten Gehaltes kontrol- 
lieren. Hierzu verwenden wir Teinstes d,l-Lithiumlactat, welches 
wir in der an andrer Stelle beschriebenen von uns konstruierten 
Trockenpistole bis zur Gewichtskonstanz trocknen und in einer 
solchen Menge einwigen, daB 1 ccm der 250 ccm betragenden 
Lésung etwa 0,1 mg enthilt. 

















che 








on 
= 
: 
¢ 
3 
y 
{4 
‘ 
t 
& 


aan 





4} 


Uber den Einflu8 von Flavinen 
auf die Atmung von Milchsdurebakterien 
(Thermobacterium helveticum). 


Von 


Erich Adler und Hans y. Euler. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Mirz 19384.) 





Der von Wagner-Jauregg und Ruska?) gefundenen 
Kigenschaft der Flavine, bei enzymatischen Dehydrierungen als 
Wasserstoffacceptor zu fungieren, liegt nur ein Teilvorgang der 
charakteristischen reversiblen Reduzier- und Oxydierbarkeit dieser 
Farbstoffe, nimlich die leichte Reduzierbarkeit zugrunde. Am 
hochmolekular gebundenen Flavin der Hefe, dem ,,gelben Atmungs- 
ferment“, hat Warburg?) gezeigt, daB die Reversibilitait der 
Flavinkomponente dieses Ferments die Ubertragung von mole- 
kularem Sauerstoff bedingt. Der freie Flavinfarbstoff selbst war in 
dem von Warburg studierten System ohne katalytische Wirkung. 

Die Frage, ob freie Flavine zur Sauerstoffiibertragung in 
biologischen Systemen befahigt sind, ist bisher noch nicht ein- 
deutig entschieden. K. G. Stern’) hat zwar an einer flavinhal- 
tigen Urochromfraktion atmungssteigernde Wirkung auf Kaninchen- 
und Meerschweinchen-Erythrocyten festgestellt und auch gefunden, 
daB diese Urochromfraktion Himoglobin in Methimoglobin iiber- 
fiihrt; jedoch konnte diese letztere Kigenschaft an weiter gereinigtem 
Harn-Flavin von Wagner-Jauregg und Wollschitt*) nicht mehr 
gefunden werden. Ebensowenig ist nach diesen Autoren Lacto- 
flavin ein Methimoglobin-Bildner, und damit steht in Einklang 
die Feststellung von Brookens'), daB die Atmung von Kaninchen- 
Erythrocyten durch gereinigte Flavin-Lésungen nicht gesteigert 
wird; denn nach O. Warburg’) ist gerade die Methimoglobin- 
Bildung verantwortlich fir die von Harrop und Barron’) ent- 
deckte Atmungssteigerung von roten Blutzellen unter dem HinfluB 
reversibler Farbstoffe, wie z. B. des Methylenblaus. Friedheim®) 





1) Ber. Chem. Ges. 66, 1298 (1933). %) Biochem. Z. 266, 377 (1933). 

8) K. G. Stern u. G. D. Greville, Naturw. 21, 720 (1933). 

*) Naturw. 22, 107 (1934). 5) Vel. ') 8. 1302. 

6 Warburg, Kubowitz u. Christian, Biochem. Z. 227, 245 (1930). 

’) Harrop u. Barron, Jl. exp. Med. 48, 207 (1928). 

8) Jl. exp. Med. 54, 207 (1931); Biochem. Z. 259, 257 (1933); Bio- 
chemic. J. 28, 180 (1934); vg]. auch K. G. Stern, Natrrwiss. 21, 350 (1933). 


42 Erich Adler und Hans vy. Euler, 


hat eine Reihe biologischer Redox-Farbstoffe beschrieben, auf deren 
atmungssteigernde Wirkung bei roten Blutkérperchen die War- 
burgsche Auffassung Anwendung finden kann. Eine Ausnahme- 
stellung kommt dem Lawson (2-Oxy-naphthochinon) zu, das wohl 
atmungsférdernd, aber nicht methimoglobinbildend wirkt. Auch 
aus den Untersuchungen von Barron und Hamburger!) ist 


bekannt, daB die katalytische Wirkung von Redox-Farbstoffen auf 


den Sauerstoffverbrauch von kohlehydratverbrennenden Zellen 
keineswegs immer mit der Bildung von Fe™'-Katalysatoren ver- 
kniipft ist, wie aus der KCN-Unempfindlichkeit von Farbstofi- 
katalysen an himoglobinfreien Objekten hervorgeht. 

Wir fanden nun, daB auch freie Flavine eine KCN-unemp- 
findliche Steigerung der O,-Zehrung lebender Zellen bewirken kénnen, 
Als Versuchsobjekt diente ein in peptonisierter Milch geziichteter 
Stamm von Thermobacterium helveticum (= caseie: fakultativ an- 
aerobe Milchsiiurebakterien, welche nach fluorometrischer Schitzung?) 
selbst nur Spuren von Flavin enthalten). Die Steigerung des O,- 
Verbrauchs in Glucoselésung durch Flavin liegt in derselben 
Hohe wie die durch eine Aquimolare Menge Methylenblau %) hervor- 
gerufene Atmungssteigerung. 

Fiir die Frage des Angrifispunktes der Vitaminwirkung von 
Flavinen erscheinen diese Ergebnisse von besonderer Bedeutung. 
Ob die atmungsaktivierende Wirkung der Flavine wirklich deren 
einzige biologische Funktion kennzeichnet, oder ob die Flavine 
-tiberdies einen Kinflu8 auf oxydoreduktive Vorginge des Stoff- 
‘wechsels ausiiben, sollen weitere Versuche ergeben. Erste Hin- 
weise in dieser Richtung bilden die Versuche von H. Laser’4, 
der an Bindegewebskulturen mit Lactoflavin eine Zuriickdrangung 
der aeroben Glykolyse feststellen konnte, wobei eine absolute Er- 
hohung der Atmung nicht immer eintrat. 


Methodik. 


Eine geeignete Menge der Naihrsuspension der Milchsiurebakterien ‘) 
wurde zentrifugiert, die Bakterienmasse einmal mit 0,11 mol. Phosphatpuffer 
Py = 5,95 gewaschen, wieder abzentrifugiert und in frischem Phosphatpuffer 





1) J. of biol. Chem. 96, 299 (1932). 

*® Euler u. Adler, Diese Z. 225, 105 (1934). Vgl. dagegen den hohen 
Flavingehalt von B. Delbriickii (Warburg u. Christian, Biochem. Z. 266, 
877 (1933). 3) Vgl. Davis, Biochem. Z. 265, 90 (1933) u. 267, 357 (1933). 

4) Biochem. Z. 268, 451 (1934). 

5) Wir verdanken Herrn Assistenten E. Sandberg die Kulturen der 
Milchsiiurebakterien. 
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aufgeschwemmt. 3 ccm einer solchen Suspension enthielten 0,003 g Bak- 
terien (Trockengewicht). 

Die manometrische Messung der Sauerstoffaufnahme wurde im War- 
burg-Apparat vorgenommen. Die VersuchsgefiBe waren mit Luft gefiillt, 
Temperatur 30°. Der Einsatz der GefiBe enthielt 0,5 cem 5°/, iges KOH. 


Ergebnisse. 
Atmung mit Lactoflavin bzw. Methylenblau. 
Tabelle I. 


Hauptraum: 3,0 ccm Bakteriensuspension + 1,0 ccm 5 °/,iger Glucoselésung. 














Sauerstoff- Atmungs- 
Zeit in Min. Zusatz aus Anhanggef iB aufnahme steigerung 
emm Q, m=, 
107 1,0cem Wasser. .... —115 
107 1,0 cem Lactoflavin*) . . — 194 69 
107 1,0 cem Methylenblau**) . — 168 46 











*) 4 mg-°/,-Lésung von reinem Lactoflavin; Lactoflavinkonzentration 
im VersuchsgefaiB 5-10~* m. 
**) 4 mg-°/,-Lésung. 
Herrn Professor P. Karrer wollen wir auch an dieser Stelle fiir die 
freundliche Uberlassung von reinstem Lactoflavin bestens danken. 


Ganz analog dem Lactoflavin verhalt sich Ovoflavin, wie aus 
dem folgenden Versuch hervorgeht. 


Atmung ohne und mit Zusatz von Ovoflavin. 


Tabelle II. 


Hauptraum: 3,0 cem Bakteriensuspension + 1,0 ccm 5 °/,iger Glucoselésung. 

















Sauerstoff- Atmungs- 
Zeit in Min. | Zusatz aus AnhanggefiB aufnahme steigerung 
a emm QO, in °%, 
60 1,0 ccm Wasser .. . — 70 
60 1,0 cem Ovoflavin*). . — 122 74 











*) 4 mg-°/, Lésung von reinem Ovoflavin. 


Die Atmungserhéhung um 74°/, steht in guter Ubereinstimmung 
mit der durch Lactoflavin erzielten. Die Wirksamkeit des Ovo- 
flavins auf die Atmung ist deshalb von Interesse, weil nach Unter- 
suchungen aus diesem Institut?) an dem hier untersuchten Ovoflavin- 
priiparat keine Vitamin B,-Wirkung festgestellt werden konnte. Es 





1) Euler, Karrer u. Adler, Sv. Vet. Akad. Arkiv. f. Kemi 11B, 
Nr. 33 (1934); vgl. auch R. Kuhn, Z. angew. Chem. 47, 105 (1934). — Zusatz 
bei der Korrektur: Gyérgy, Kuhn u. Wagner-Jauregg, Diese Z. 
223, 241 (1934). 
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besteht also sicherlich keine einfache Beziehung zwischen atmungs- 
steigernder Wirkung und Vitamineigenschaft der Flavine. Fiir 
die atmungsférdernde Wirkung ist offenbar allein der Redox- 
charakter der Farbstoffe ausschlaggebend, wihrend die Vitamin- 
wirkung an irgendwelche anderen, noch nicht niher definierten 
Faktoren gekniipft ist. Dies geht auch deutlich aus dem folgen- 
den Versuch hervor, der zeigt, da’ auch ,,Lumiflavin“, das noch 
reversibel reduzierbar ist, aber keine Vitaminwirkung mehr besitzt?), 
stark atmungsférdernd wirkt. Die verwendete Lumiflavinlésung 
wurde durch Belichten einer gereinigten Lisung von Leberflavin 
nach dem Vorgehen von O. Warburg’) dargestellt. Sie entspricht 
colorimetrisch und fluorometrisch anniihernd der Konzentration 
der in den vorhergehenden Versuchen verwendeten Flavinlésungen. 


Atmung ohne und mit Zusatz von ,Lumiflavin“. 
Tabelle III. 


Hauptraum: 3,0 ccm Bakteriensuspension + 1,0 cem 5 /,iger Glucoselésung. 























Sauerstoff- Atmungs- 
Zeit in Min. Zusatz aus Anhanggef iif aufnahme steigerung 
emm O, m */, 
135 1,0 cem Wasser. .... — 123 
135 1,0 cem Lactoflavin — 190 54 
135 1,0 cem ,,Lumiflavin“ — 207 68 








Sowohl die Spontanatmung der Bakterien, wie die Steigerung des 
Sauerstofiverbrauchs durch Lactoflavin werden durch m/1000-KCN 
nicht gehemmt: 


Nichthemmbarkeit durch m/1000-KCN. 
Tabelle IV. 


Hauptraum: 3,0 cem Bakteriensuspension + 0,5 ccm 10 °/,iger Glucoselésung. 





























. Sauerstoff- | Atmungs- 
: on me 7 ponte aufnahme aleieisy 
in Min. | aus AnhanggefiB im Hauptraum emm 0, in %/, 
105 1,0cem Wasser 0,5 cem Wasser — 65 
105 1,0 cem " 0,5cem m/100-KCN] — 66 
105 1,0 cem Lactoflavin | 0,5 cem Wasser —120 85 
105 1,0 cem 7" 0,5 cem m/100-KCN] —126 94 


Bei allen Versuchen lief die Sauerstoffaufnahme innerhalb 
der Versuchszeit proportional der Zeit. Es scheint somit keine 





) Gyorgy, Kuhn u. Wagner-Jauregg, Naturw. 21, 560 (1933). 
2) O. Warburg u. H. Christian, Biochem. Z. 266, 384 (19383). 
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Schidigung der Bakterien durch Wasserstofisuperoxyd stattzufinden, 
wie bei manchen anderen Milchsiiurebakterien. Dies beruht aber 
offenbar nicht darauf, daB die angewandten Bakterien so viel Kata- 
lase besitzen, dab sie gebildetes H,O, unschadlich machen kénnen, 
sonst miiBte im KCN-Versuch durch Vergiftung der Katalase eine 
Hemmung der Atmung, wenigstens gegen Ende des Versuches, 
zu beobachten sein. 

Mit enzymatischen Dehydrierungsvorgiingen in engem Zu- 
sammenhang steht die Co-Zymase, wie aus den Untersuchungen 
von Bengt Andersson!) in diesem Institut hervorgeht. Die 
yon Warburg beschriebene Notwendigkeit der Teilnahme von 
Co-Fermenten bei dcr Sauerstoffiibertragung durch ,,¢elbes Ferment“ 
lieB auch eine Co-Zymase-Aktivierung in unserer Versuchsanord- 
nung miglich erscheinen. Die folgende Tabelle zeigt, daB Co- 
Zymase (flavinfrei, Reinheitsgrad des Trockenpriparates: ACo = 
65000; Konzentration der Lésung: 150 Co/ccm) eine geringfiigige 
Atmungssteigerung hervorruft; im Versuch mit Lactoflavinzusatz 
macht sich jedoch keine erhéhte Co-Zymasewirkung bemerkbar; 
hier entspricht die zusitzliche Sauerstoffaufnahme im wesentlichen 
der Summe der durch Lactoflavin und Co-Zymase bewirkten 
Steigerungen. 

Lactoflavin und Co-Zymase. 


Tabelle V. 


Hauptraum: 3,0 ccm Bakteriensuspension + 0,5 cem 10°/,iger Glucoselésung. 


























Zeit Zusatz Zusatz Sauerstoff-| Atmungs- 
' . ; _, | aufnahme | steigerung 
eR ee, 
90 1,0cem Wasser 0,5 cem Wasser — 76 
90 1,0 cem - 0,5 cem Co-Zymase — 87 14 
90 1,0 cem Lactoflavin | 0,5 cem Wasser — 116 53 
90 1,0 ecm * 0,5eem Co-Zymase — 130 71 
Zusammenfassung. 


Lactoflavin, Ovoflavin und ein gereinigtes Priparat von ,,Lumi- 
flavin“ aus Leber steigern in gleicher Weise die Atmung von Milch- 
siurebakterien (Thermobacterium helveticum) in Glucoselisung. 

Diese Atmungssteigerung wird durch 0,001 m-KCN nicht 


gehemmt. 


1) Diese Z. 217, 186 (1933); C. G. Holmberg, Skand. Arch. Physiol. 
68, 1 (1934). 
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Die Sozojodolsdure als Basenfallungsmittel 
Von 
D. Ackermann. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20. April 1934.) 


Bei der Suche nach neuen Fallungsmitteln, die fiir die Iso- 
lierung organischer Basen in Betracht kommen, stellte sich die 
Sozojodolsiure’) [2,6-Dijod-phenol-sulfonsiure-(4)] als geeignet 
heraus. An organischen Salzen dieser Siiure ist bisher nur das 
des Hexamethylentetramins’) beschrieben worden, doch laBt sich 
auch ein groBer Teil biologisch wichtiger Basen auf diese Weise 
in Form gut krystallisierender Salze zur Abscheidung bringen. 

Die Beseitigung des Fallungsmittels aus dem Salz gelingt 
leicht durch Fallung seiner Lésung mit Bariumchlorid, wobei 
das schwer ldésliche Bariumsalz (0,158 g in 100 bei 16°) der 
Sozojodolsiure ausfallt und das Chlorid der Base in Lésung geht. 

Besondere Beachtung verdienen die sozojodolsauren Salze 
des Harnstofis und des Glucosamins. Besonders das letztere mit 
seiner Léslichkeit von 5,907 g in 100 bei 16° ist dem Chlorid 
mit einer Loéslichkeit von 29,51 g in 100 bei 16° in manchen 
Fallen vielleicht vorzuziehen. 

Auch zur Trennung von Glykokollbetain und Cholin kénnen 
die sozojodolsauren Salze herangezogen werden in Anbetracht 
der etwa Smal gréBeren Léslichkeit ‘des Chokin salzes gegeniiber 
dem des Glykokollbetains. 

Die Monoaminosiiuren, auch Prolin, Sarkosin, Taurin, Tri- 
methylamin und Colamin geben keine schwer léslichen Salze mit 
Sozojodolsiure, wihrend Pflanzenalkaloide wie Cotarnin, Narkotin, 
Spartein, Berberin, Coniin, Tropacocain, Cocain, Morphin, Chinin 
damit niederzuschlagen sind, allerdings meist in Form Oliger 
Fallungen, die zum Teil nach einiger Zeit krystallinisch werden. 

Die unten zu beschreibenden Salze wurden gewonnen durch 
Fallung der freien Base und in manchen Fallen auch des 
Chlorids oder Carbonats mit 20°/,iger wiBriger Sozojodolsaure. 
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Sie bilden fast alle schéne weibe Krystalle mit verhiltnismiBig 
unscharfem Zersetzungspunkt, indem sie nach vorheriger Briiunung 
sich allmahlich verfliissigen. Die Analyse der Salze erfolgte nach 
vorheriger Umkrystallisation aus Wasser. Die Angaben iiber 
Lislichkeit stellen Mittelwerte von zwei Bestimmungen dar und 
beziehen sich auf waBrige Flissigkeit von 16°. 


Sozojodolsaure Salze. 
(Nach ihrer Léslichkeit in Wasser geordnet.) 

Spermin, Fiallung des Chlorids. C,,H,,N, (C,H,O,J,S), 
Ber. C 21,41 H 2,22 Gef. C 21,30 H 2,51. Prismen. Lés- 
lichkeit: 0,565 g in 100. Zersetzungsp. 244—246°. 

Putrescin, Fallung des Chlorids. C,H,,N, (C,H,0,J,8), 
Ber. C 20,43 H 2,14 Gef. C 20,46 H 2,11. Feine Prismen. 
Enthalt 2 Molekiile Krystallwasser, die bei 100 im Vakuum aus- 
treten. C,H,N, (C,H,O,J,8), + 2H,O Ber. H,O 3,69 Gef. 3,96. 
Lislichkeit: 0,670 g in 100. Zersetzungsp. 250°. 

Histamin, Fiallung des Chlorids. C;H,N, (C,H,0,J,S), 
Ber. N 4,36 Gef. 4,64. Breite Prismen. Léslichkeit: 0,760 ¢g 
in 100. Zersetzungsp. 241°. 

Cadaverin, Fallung des Chlorids. C,H,,N, (C,H,O,J,S), 
Ber. N 2,94 Gef. N 3,36. Prismen. Léslichkeit: 1,177 g in 100. 
Zersetzungsp. 242°. 

Kreatinin, Fallung als Chlorid. C,H,N,O-C,H,0,J,S 
Ber. N 7,80 Gef. N 8,16. Léslichkeit: 1,445 g in 100. Zersetzungs- 
punkt 229—231° 

d-Arginin, Fallung der freien Base. Die Darstellung aus 
dem Monochlorid fihrte zu keiner einheitlichen Verbindung. 
C,H,,N,0,-C,H,0O,J,8 Ber. C 24,00 H 3,02 N 9,34 Gef. C 24,07 
H 2,96 N 9,49. Verfilzte feine Prismen. Léoslichkeit: 1,583 g 
in 100. Zersetzungsp. 213—214° 

Guanidin, Fallung des Carbonats. CH,N,-C,H,O,J,8 
Ber. N 8,67 Gef. N 8,81. Verfilzte Prismen. Léslichkeit: 1,878 g 
in 100. Zersetzungsp. 247—249°. 

l-Histidin, Fiallung der freien Base, da die Darstellung 
aus dem Chlorid zu keiner einheitlichen Verbindung fiibrte. 
C,H,N,O,-C,H,0O,J,8 Ber. C 24,79 H 2,26 N 7,23 Gef. C 24,56 
H 1,72 N 7,48. Prismen. Léoslichkeit: 1,938 g in 100. Zer- 
setzungsp. 207—208°. 

Glykokoll—Betain, Fiallung des Chlorids. C,H,,NO, 
‘C,H,0,J,.S Ber. C 24,31 H 2,78 N 2,58 Gef. C 24,32 H 2,74 
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N 3,31. Dimne Prismen. Loslichkeit: 2,857 in 100. Zersetzungs- 
punkt 223—224°, 

Lysin, Fallung der freien Base. C,H,,N,O, (C,H,O,J,8), y 
Ber. C 21,64 H 2,22 N 2,81 Gef. C 21,29 H 1,84 N 3,01. 
Prismen. Léislichkeit: 3,713 g in 100. Zersetzungsp. 234—235°, 

Glucosamin, Fallung des Chlorids. C,H,,0,N-C,H,0,J,8 
Ber. C 23,80 H 2,83 N 2,32 Gef. C 2429 H 2,43 N 2,71. 
WeiBbes Pulver, das unter dem Mikroskop undeutlich krystallinisch 
erscheint. Léslichkeit: 5,907 gin 100. Zersetzungsp. 181—182°, 

Harnstoff, CH,ON,-C,H,O,J,S Ber. N 5,77 Gef. N 6.15, 
Mikroskopische Polyeder. Lislichkeit: 12,30 g in 100. Zer- 
setzungspunkt bei 208° Briunung, bei 274° noch keine Ver- M. | 





fliissigung. bury 
Cholin, Fiillung des Chlorids. C,H,,NO-C,H,O,J,S } Pa 
Ber. N 2,65 Gef. N 2,87. eines Krystallpulver. Lislichkeit: § p54 
23,58 g in 100. Zersetzungsp. 180°. 8.1 
Frei 

Uberftihrung eines sozojodolsauren Salzes in das Chlorid. R. | 


2g reines sozojodolsaures Histidin wird in Wasser gelist 
und mit Bariumchloridlésung versetzt, bis kein Niederschlag mehr 
entsteht. Nachdem aus dem Filtrat das Barium genau mit 
Schwefelsiure beseitigt ist, wird die klare Lésung im Vakuum 
eingedampft. Die iibrigbleibenden Krystalle werden aus konzen- 
trierter Salzsiure umkrystallisiert und bestehen jetzt aus reinem 
Histidindichlorid. 

C,H,N,O,-2HCl Ber. Cl 31,1 Gef. 30,77. 


Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft 
der Deutschen Wissenschaft durchgefiihrt. 
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